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RESUMO

"Interacdo do Tripanossoma cruzi com células da resposta imune inata

A resposta imune inata é o primeiro mecanismo déepéo contra drypanosoma cruzi .

A interacdo de células inflamatérias com molécdagparasito pode modular a resposta
imune inata adaptativa. O objetivo deste trabatiicahalisar o papel desempenhado por
citocinas e quimiocinas sintetizadas pelas céldéasangue total e células mononucleares
(PBMC), ap0s interagcdo com tripomastigotas da degaT.cruzi. Formas tripomastigotas
da cepa Y foram obtidas a partir de células VERQtidas em cultura. O sangue de 16
individuos soronegativos para a doenca de Chagaifido e processado para cultura.
PBMCs foram separados utilizando Ficoll-Hipaqueo4 a separacdo, as células foram
infectadas com tripomastigotas e incubadas por @rash para posterior coleta do
sobrenadante. Citocinas (IL-12, IL-10 e TNJe quimiocinas (RANTES, MCP-1, MIPz1

e MIG) foram avaliados por ELISA. Niveis de nitrfimram detectados utilizando método
de Griess. A producéo de IL-10 foi significantengentaior pelas células do sangue total
em relacdo as células mononucleares (p<0,05). tBntoge ndo houve diferenca estatistica
guanto aos niveis de IL-12 e TNFproduzidos pelos dois grupos de células. Céludas d
sangue total sintetizaram altos niveis de RANTESg, MICP-1, MIP-Ix e nitrito
comparado aos niveis detectados nos sobrenadastesiitliras de células mononucleares,
havendo aumento significativo dos niveis de ILTINF-o e Mig sintetizados por aquelas
células (p<0,05). Estes dados sugerem que monditesitrofilos agem de forma distinta
guando estimulados com tripomastigotas. Estasedif@s podem influenciar nos eventos
iniciais da imunidade anfi: cruzi, bem como na modulacdo da resposta imune adpt@iva
evento final dependera das propriedades biolégieasada molécula e a interacédo entre
elas.

Palavras-chavesTrypanosoma cruzi; quimiocinas; citocinas;respasiune inata
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ABSTRACT

The Innate Immune Response is the first mechanispratection againsirypanosoma
cruzi. Interaction of inflammatory cells with parasiteolecules tiger trypanocidal
molecules and regulation products that modulatetatidp immune response. The
objective: this work analyzed the role developedpbgteins synthesized for the whole
blood cells (WBC) and mononuclear cells (PBMC) aftegeraction with trypomastigotes
of Y strain of T.cruzi. Material and Methods: Trypomastigotes of Y straiarevobtained
from VERO cells maintained in RPMI-1640 supplemdnfehe blood of 16 seronegatives
individuals for Chagas’ disease was harvest andgssed to culture. PBMCs were
separated by Ficoll-Hipaque gradient. After resuspm in the same medium, they were
plated in 24-well plates and cultured with mediulmna or 5 parasites/cell for 24 hours.
Then, supernatants were colleted. Cytokines (ILIL210 and TNFet) and chemokines
(RANTES, MCP-1, MIP-&x e Mig) were measured by ELISA. Nitric Oxide (NOpsv
determined by Griess’ method. The absorbance veasae540 nm. Results were analyzed
with Statview for windows, Mann-Withney and Wilcoxotest. Differences were
considered statistically significantRtvalues < 0,05.

Results: Interleukin-10 was produced at high lebgi®VBC compared with PBMC. WBC
produced significant high levels of IL-10 after ilb@tion with trypomastigotes . Production
of TNF-o, was significant higher on both PBMC and WBC afteddiction of
trypomastigotes. Significant increase in the lew#l$L-12 production was observed only
on PBMCs afteif. cruzi stimulation.

Determination of the levels of chemokines producgdBMCs and WBC in the presence
or the absence of trypomastigotes

Addiction of trypomastigotes in the cells’ cultumeduced increase of the MIG’s levels
produced on WBC. The presence of trypomastigotekdrculture of PBMC or WBC did
not induce significant increase in the productibRANTES, MCP-1 and MIP-4&.

Nitrite levels in culture of PMBC and WBC in theggence or absence of trypomastigotes
Mononuclear cells and WBC did not produce significlevels of nitrite in the presence of
trypomastigotes. However, when analyzing the eigitevels produced by PBMC of each
individual, it is observed that addiction of thergmte in the culture can induced a
increasing in the levels produced by this cellsn€asion: Surface’s molecules of tfe
cruzi can be inducing the production of cytokines andnabkines by cells of the innate
immune response probably through the activationadifLike Receptors (TLR).

The ability to induce IL-12 and TN&-may contribute to the direction of adaptative
immune response toward to Th1l.
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INTRODUCAO

1.1 -Trypanosoma cruz

Trypanosoma cruz é um protozoario hemoflagelado da familia
Trypanosomatidae, causador da doenca de Chagasmseoque acomete 16 milhdes de
pessoas na América Latina (Brasil. Ministério daudga 2004). Os vetores sao
triatomineos que se infectam ao sugar o sanguenid®mia contaminados pelo parasito.
Parte do ciclo vital desse protozoario ocorre f@dmineo e a outra parte no hospedeiro
vertebrado infectado. O ciclo evolutivo @iecruzi envolve formas proliferativas e formas
altamente diferenciadas com capacidade infecta@Gtegas, 1909). Nos triatomineos
ocorrem as formas esferomastigotas, epimastigqgtasliférativas) e tripomastigotas
metaciclicas. Estes ultimos séo eliminados juntfezes apos o repasto do inseto vetor e
penetram o hospedeiro através da pele lesada ocosagicChegam ao interior das células
onde ocorre a diferenciagdo em amastigotas, quprptifieracdo, formam ninhos. Apés a
diferenciagdo em tripomastigotas, ocorre a ruptiaraélula parasitada e a liberacdo dos
parasitos no meio extracelular (Brenner & Andrd®,9).

A primeira diferenciacdo do parasito no inseto vemrre no estbmago, onde
o tripomastigota transforma-se em epimastigota g®horas apos a ingestdo. A segunda
diferenciagcdo do parasito no tubo digestivo do vew d4 quando os epimastigotas se
transformam em tripomastigotas metaciclicos, seesdta a forma infectante para o
hospedeiro vertebrado (De Souza, 2000; Carliericiar2003).

Os triatomineos apresentam larga variedade de dheispse como gambas,
cachorros, gatos, tatus, cabras, ovelhas, querserweno reservatorio da doenca (Dias,
Laranja, N6brega, 1945; Pessoa, 1958; Coura, 1866)e pode tornar dificil a completa

erradicacao da doenca de Chagas (Dias, 2000).
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T. cruz estd entre os mais bem sucedidos parasitos ihtl@es. Poucos
protozoarios patogénicos comparam-se a ele em s$edwoviruléncia e capacidade de

infectar varios tipos celulares (Ramirez e col398).

iripomastigol
r r?etaciciicu

\ Tripom asirgu:? ﬁ_h L,
: g

Figura 01- Ciclo evolutivo dd@rypanosoma cruz.Acessowww.who.int/tdrdiseaseschagas

1.2 - Aspectos da doenga de Chagas.

A doenca de Chagas caracteriza-se por apresendar fdses clinicas: fase
aguda e fase crbnica. A fase aguda é determinddappesenca de tripomastigotas no
sangue do paciente e possui duracdo variavel taatonfeccdo humana quanto na
experimental (Prata, 1994). Pode apresentar smglaita de entrada aparente como o
Sinal de Romana (edema ocular bipalpebral uniljteraChagoma de Inoculagcéo. Esta
fase da doenca € caracterizada pelo aparecimenimdamiocardite, sendo detectada na

maioria das vezes através de eletrocardiograma.
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O quadro inflamatorio nos diversos 6rgaos apregefdado com a presenca de
parasitos (ruptura dos ninhos de amastigotas),predominancia de células
mononucleares préximas das células parasitadasdasa@ inflamacéo tende a diminuir
apos a fase aguda (Andrade, 2000).

Passada a fase aguda aparente ou inaparente,emtpaentra entdo na fase
cronica da doenca caracterizada pela virtual eszade parasitos no sangue ou nos
tecidos, sendo detectados por técnicas imunohisbicpiou de amplificacdo de DNA do
parasito (Jones e col., 1993; Vago e col., 1996ek&5ilva e col., 2001).

A fase crénica apresenta as seguintes formas adinicdeterminada, cardiaca,
digestiva ou mista, sendo a indeterminada a madgiénte. Nesta fase, que pode durar de
10 a 30 anos, os pacientes apresentam examesggooslé de xenodiagndsticos positivos
na auséncia de parasitemia patente. Ocorre aus@m@mais caracteristicos em exames
radiolégicos eletrocardiograficos convencionaisa{®r1994; Andrade, 2000, Prata, 2001).
Nas outras formas clinicas da fase cronica, sugistomas relativos a lesdes irreversiveis
no coracdo, esdfago e /ou célon, mesmo que a dadetide parasitos seja escassa
(Andrade, 1979; 1983; Brener, Z. e Krettli, A. 199D).

Como citado anteriormente, na doenca de ChaBastuzi desenvolve nos
hospedeiros vertebrados dois estagios do seu delovida que s&o biolégica e
morfologicamente distintos, com capacidade de matiwaléculas e células do sistema
imune. Os tripomastigotas extracelulares sdo forftageladas e ndo proliferativas, que
circulam no sangue e sdo alvos potenciais de aptsoe da lise mediada por
complemento, assim como, da fagocitose e mortdggdicitos ativados. Varios grupos ja
mostraram a presencga de anticorpos Bntruzi em pacientes e modelos experimentais
(Brener, Z.; Gazzinelli, R.T. 1997), o0 que demomsa importancia no controle da
infeccdo (Aliberti, e cols, 1999Teixeira, e col,. 2006). Ao penetrar nas células do

hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas se dif&e em amastigotas (forma
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replicativa do parasito) no citoplasma da célulapedeira formando pseudocistos. Nesta
forma intracelular o sistema imune reconhece peafdalmente a célula infectada através
de epitopos do parasito apresentados no contextmmplexo de histocompatibilidade
principal (CHP). Os linfécitos T CD8citotoxicos (CTLS) ao reconhecerem antigenos do
parasito, controlam a replicacdo do parasito diestoua célula infectada. As células T
CDS8" e células denominadamtural killers (NK) participam da imunidade adaptativa e
inata, respectivamente, e utilizam mecanismos aigslpara a destruicdo de seus “alvos”,
embora exista 0 envolvimento de receptores digtimoda regulagdo da expressao de
moléculas citoliticas, que € constitutiva nas esllNIK, mas regulada nas CTLs. As CTLs
e as NK podem destruir seus “alvos” tanto peladib@o por exocitose de constituintes dos
granulos citoliticos, como a perforina e as graasimcomo pelo engajamento de
receptores de superficie celular, tais como os mesnita familia dos receptores do fator
de necrose tumoral (TNFR), incluindo o CD95 (ou) Kesvisado por Lieberman, 2003).

Outra fung&o crucial das células T C¥8a producéo de interferon gama (IFN-
Y), citocina essencial para a atividade protetostadecélulas (revisto por Tarleton, 1991).

Citocinas do perfil Thl, como IFM- estdo freqlientemente associadas a
resisténcia a doengas parasitarias, como a doenChabas e a leishmaniose, entre outras
(Brandonisio e col,, 2001; Laucella e .¢@004; Dessein e coR004; Filisetti e col 2004,
Mary e col 1999). Estas citocinas inflamatérias grodativar fagocitos a produzirem
substancias oxidantes, como o oOxido nitrico (NQje ¢evam a destruicdo do parasito
(revisto por Silva, Machado, Martins, 2003). A asagdo de IFN¢ e fator de necrose
tumoral alfa (TNF) induz a ativagdo da enzima sintase induzivebi#gomitrico (iNOS)
que catalisa a reacdo de producédo de 6xido nitedafeccao peld. cruzi (Chandrasekar
e col, 1998).

IFN-y e TNFo modulam a expressdo de outro grupo de molécuks, a

qguimiocinas, também envolvidas no recrutamentolaeti no controle do parasitismo de
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macréfagos peldl. cruz (Aliberti e cols, 2001). Porém, na fase cronica da infeccao
chagasica, este perfil de citocinas pode estaribainido para a formacdo das les6es da
fase cronica (Fresno e ¢ol997; Bahia-Oliveira e ¢c9l1998; dos Santos e ¢oR001,
Gomes e col., 2003).

Varios trabalhos tém mostrado a participacao néweste das células T CD8+,
mas também das células T CD4+ e das células Bymer#o da sobrevida assim como no
controle do parasitismo, durante a infeccdo chagd3iarleton, R. L.1990; Tarleton, R. L.
e cols, 1992; Tarleton, R. L. e cols. 1994; TaretB. L. e cols. 1996; Rottenberg e
col.,1993; 1995; Kumar e Tarleton, 1998) . As célula8D4+ direcionam e potencializam
mecanismos efetores, incluindo a mudanca de isotlpanticorpo, e ativacdo de fagocitos
e células T CD8+. Estas ultimas sao capazes daehecer as células infectadas e destrui-
las, passando a ser um importante mecanismo afetoontrole do parasitismo. Alguns
trabalhos propdem que na fase crénica da doenGhagas, as células CD4+ respondam
de forma deletéria contra antigenos proprios, deskando reacdes inflamatorias de
cunho auto-imune, sendo estas responséveis pelatengdo da intensa miocardite
cronica (Ribeiro dos Santos e cols., 1991; DosdSamtcols., 1992; 2001). No entanto, em
pacientes cardiopatas cronicos, a miocardite é ddanprincipalmente pelas células T
CD8+ (Reis e coJ 1993a; Higuchi eol., 1993; 1997; D D Reis., 1993).

1.3 — O processo de adesao e invasaolderuz na célula hospedeira

A interacdoT. cruz-célula hospedeira inicia-se com a adesdo do parasi
superficie celular da mesma, entretanto, nem todgsarasitos que estdo aderidos a essa
superficie permanecem fixos a ela. O grau de adesda de acordo com a cepa do
parasito, com a forma evolutiva (nem todas as fermaolutivas aderem na célula
hospedeira) e com o tipo celular hospedeiro (dedllaw, T. U. 2008

O processo de adesao e invasdo da célula hospeétirgarasito envolve a

participacdo de diversas moléculas de superficipatasito ancoradas em moléculas GPI
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(glicosilfosfatidilinositol) de membrana (Previa® col, 1985; Yoshida e col, 1989;
Schenkman e col, 1993; revisdo em Acosta Serraont) 2001).

Formas tripomastigotas de cruz, ndo sintetizam &cido sialico, (Schauer e
col., 1983), mas possuem glicoproteinas de acdionética localizadas na superficie da
membrana denominadas transialidades responsaveicg@acdo deste acido sialico na
célula hospedeira através de moléculas do tipo maacligadas por ancora de GPI na
superficie do parasito (Previato e col, 1985; Ydste col, 1989; Schenkman e col, 1993;
revisdo em Acosta Serrano e col, 2001). Este fenénéeimportante para o processo de
interacdo com a célula hospedeira e interiorizaigiparasito (Rodriguez e col.,1999).

Existe uma familia de moléculas presentes na doerfdo parasito
denominada Tc85 que participa do processo de invesi@lar. Esta molécula pertence a
uma familia multigénica, com pelo menos alguns ameptes envolvidos no processo de
adesdo do parasito na célula hospedeira com aif@riAbuin e col., 1989; Giordano e
col.,, 1994). As moléculas Tc85 presentes na swperfio T. cruz, ao se ligarem a
receptores especificos na membrana das célulasdwisgps, promovem alteracdes do
citoesqueleto e facilitam a entrada do parasitog(@éaian e col., 2001)

Diversos tipos de carboidratos podem estar envadvith processo de adeséo e
invasdo da célula hospedeira pé€laruz (revisdo em Zingales & Colli, 1985), sendo que
além de lipopeptidiofosfoglicana (LPPG), foram d&ss sialoglicolipidios, lipidios
sulfatados em epimastigotas (Petry e col, 1987lceigositolfosfolipidios (GIPLs) em
formas tripomastigotas (Heise e col., 1996, Ropexl., 2002).

A LPPG é um glicosilinositolfosfolipide extremamembundante na superficie
de epimastigotas (Alves & Colli, 1975), sendo onmiro a ser isolado em
tripanosomatidios (Lederkremer, e col., 1976; 1980) PPG também é encontrada em
tripomastigotas metaciclicos, embora em menor dlede e somente em 15% da

populacdo de parasitos (Golgher e col, 1993). Ensiderada uma
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glicoinositolfosfoceramida (Lederkremer e col.,, 89 acredita-se que o componente
ceramida esteja envolvido na capacidade de blocuedivacdo de células T (Gomes e
col., 1995; Lopes & Dos Reis, 1996).

A cruzipaina estd relacionada com a invasdo delasélpelo T. cruz
(Scharfstein e col., 2000). Em epimastigotas, aigaina parece estar ligada a processos
de degradacao, com localizagédo no sistema endokismsaomal (Murta e col., 1990),
mas em tripomastigotas foi descrita como tendo Ipape adesdo (Souto-Padrén e
col.,1990) e invasdo celular (Meirelles e col920

Existe uma molécula sensivel a tripsina denomiffadtox que esta envolvida
no mecanismo de escape do parasito do vacuoloitpéweas (revisdo em Andrews, 2002).

As gp82 sdo moléculas encontradas em tripomassigotataciclicos e
relacionadas com invasdo desta forma evolutiva {fRane col., 1993). A gp82 liga-se a
célula hospedeira, induzindo um aumento da coregidrde célcio intracelular (Dorta e
col., 1995; Yoshida e col., 2000).

A gp90 é uma proteina N-glicosilada, (Yoshida e,ct®90) com ancora de
GPI, (Shenkman e col.,1988; Guther e col., 199&btan relacionada com a invasdo da
célula hospedeira por formas tripomastigotas neteas (Yoshida e col.,1990).

Além destas moléculas de superficie podemos céiday outras que podem
estar participando do processo de invasdo (Shenlerai., 1991; Araujo Jorge e col.,
1992) como algumas moléculas da superfamilia dassialidases (Moody e col., 2000;
Turner e col., 2002). Entre as glicoproteinas padeaitar gp83 (Villalta e col., 2001) e gp
35/50 (RUIZ e col., 1998) que estdo ancoradas arasde GPI.

As glicoproteinas de superficie @lecruz sdo importantes para mobilizacao de
calcio intracelular, tanto no parasito quanto nalaéhospedeira, sendo este fenbmeno de
grande importancia para o processo de interiorzaed . cruz. A capacidade do parasito

de invadir células hospedeiras e mobilizar célotoacelular varia entre as populagfes de
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T. cruz. A diversidade de glicoproteinas na membrana dasjfia pode estar relacionada

com a habilidade de invaséo de células (Ruiz, ¢ T®98; Neira e col., 2002 ).

1.4 - Fatores do hospedeiro envolvidos no controlda infecgcdo e na
patogénese da doenca de Chagas

O o6xido nitrico (NO) é o produto de diferentes sipeelulares em mamiferos,
com fungBes importantes na homeostase e na dedesasgedeiro. Possui acéo citostética
e vasodilatadora durante o processo de reparosaEizacao regulando a proliferacao e
diferenciacdo de diversos tipos celulares (revs@oSchwentker e col., 2002). O NO é
resultante da acéo da enzima NO sintase (NOS) sdbi&@ginina.

O oxido nitrico tem potente acdo tripanocida isafadnte ou em associacéo
com a agua oxigenada (Oliveira e col., 1997). Cantas fisioldgicos que regulam a
sintese de NO podem ser divididos em trés clag3ekgonistas que atuam rapidamente,
ativando a sintese de NO em poucos minutos, pahlmgnte através da NOSc; 2)
Indutores que atuam gradualmente ativam a sintesdl@ apds algumas horas e 3)
Agentes que suprimem a sintese de NO ( Moncad&; M¢&than 1992). Este grupo de
indutores que atuam de forma gradual é principaleneonstituido por citocinas.

A NOS é expressa em trés formas funcionais: a itotigd, representada pela
Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS), Oxido Mitr Sintase neuronal (nNOS) e a
Oxido Nitrico Sintase induzida (iNOS). As duas iras sdo dependentes dé'Gaagem
por curtos periodos de tempo em diferentes tipldaces, como o endotélio e neurbnio. A
iNOS produz NO por longos periodos, tem atividadiependente de Eae é expressa em
resposta a estimulos apropriados sobre macrofagosiofilos, células musculares lisas
vasculares, cardiomiécitos e células de Schwamth@a1992).

Utilizando-se bloqueadores especificos para a enaMOS, observa-se a

inibicdo da atividade tripanocida dos macrofagoscdmundongosn vitro e in vivo.
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Gazzinelli e col., (1992).; Vespa e col., (1994uloz-Fernadez e col., (1992) sugeriram
gue algumas citocinas como interferon-gama ({--fator de necrose tumoral (TN
estariam envolvidos com a atividade tripanocidanderéfagos de camundongos BALB/c
através de uma mecanismo NO-dependente.

As citocinas apresentam grande importancia no aleisafeccéo da doenca de
Chagas (Silva e col., 1992). No ser humano, a stspmuneanti-T.cruzi demonstra que o
padréo da infeccédo pelo cruzi é determinada pela larga extenséo de citocinasipideks
em resposta ao parasito (Silva e col., 1995; ®ileal., 1998; Aliberti e col., 1996; Martins
e col.,, 1999). T. cruz replica-se intracelularmente e pode infectar difege tipos de
células sanglineas, incluindo macréfagos. O aumdaso niveis de citocinas inibe a
replicagdo do parasito em macrofagos e pareceeimdlar no resultado da infeccéo. I1FN-
€ a principal citocina da resposta Thl, com notéeplacidade de ativar macréfagos e
inibir replicacdo intracelular do parasito e a swaducdo se da logo apds a adesdo e
invasdo do parasito na célula hospedeira (Cardili®6; Aliberti e col., 2001).

Outras citocinas como IL-4 (padréo Th2), TGFe IL-10 possuem acao anti-

inflamatoria e sdo capazes de inibir a ativacdo masrofagos induzidos por IFN-
inibindo tanto a liberacdo dos metabdlicos toxignanto a diferenciacdo de células Thl,
caracterizando um parasitismo sustentado (Reedl.e X@94; Abrahamsohn, 1998;
Brodskyn & Barral-Neto, 2000).

Uma série de evidéncias tem demonstrado que adiadmiinata age como um
componente-chave da resisténcia do hospedeiro acgmtitozoarios, controlando seu
crescimento durante a fase aguda (tripomastigotn)infeccdo. As células (NK)
desempenham um papel importante nessa fase, iofuelo no desenvolvimento da
imunidade celular adquirida (Scott & Trinchieri,98). Muitos protozoarios induzem a
ativacdo de células NK em hospedeiros infectadogu® tem sido demonstrado pelo

aumento da atividade litica das células do hospedmintra alvos sensiveis a acdo de
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células NK (células K 562 ou NC-37, por exemploglopaumento do numero de
populacdes linfocitarias exibindo marcadores caréticos das células NK (CD 16, CD
56, CD 69 no homem). No camundongo, esse aspdadanibém observado pela inducao
da sintese de IFM-em animais deficientes em células T (Schartonikrrs1995;
Stevenson e col1997).

O processo inflamatorio tem inicio apés a infecg@oacterizado pela presencga
multifocal de infiltrado inflamatério no tecido earutamento de células mononucleares,
gue normalmente ficam aderidas aos cardiomiécitondeizindo a miocitolise, e
frequentemente levando a fibrose intersticial. Eralmw parasitismo de tecido seja raro na
fase cronica da infec¢do, pode haver a producé@mntigenos em decorréncia da presenca
do parasito, resultando em uma resposta imune 4C&bR., e cols.2002,).

Em cada fase da doenca de Chagas, existe umateespase especifica com
repertério de células, citocinas e outras subst@najue reduzem a carga parasitaria,
auxiliando na defesa do organismo, mas que pod&an esvolvidos no desenvolvimento
da patologia. Em consequéncia disto, tém sidozaddis muitos trabalhos, principalmente
experimentais, buscando a compreensdo dos mecanismmlvidos na resposta do
hospedeiro frente a infeccao (Janeway, 2001).

No inicio da infeccdo experimental sdo observadesites de carater clinico
desencadeados pela imunidade inata do hospedemmo chepatoesplenomegalia,
linfadenopatia regional, atrofia dos linfonodos eméricos e do timo (Ferreira, e col.,
2002). Essas alteracdes sdo acompanhadas peledatipaliclonal de linfocitos T e B,
hipergamaglobulinemia, seguido por uma imunossspesia resposta linfocitaria e
aumento de processos de apoptose (revisdo em Bfe@azzinelli 1997; Dos Reis,
1997). O principal papel desenvolvido pela respostme no inicio da infeccao é reduzir
e controlar a replicacdo do parasito através de r@s@osta imune efetiva (Lopes e Dos

Reis, 1994).
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Os mecanismos imunoldgicos relevantes tanto paesisténcia como para a
patogénese da doenca de Chagas sdo inumeros stééocempletamente esclarecidos,
envolvendo muitos tipos celulares e mediadoresnd@idade inata e adaptativa. De fato, a
infeccao peloTl. cruz ocasiona diversas alteragbes na homeostasia ténaismune do
hospedeiro, e a infeccdo experimental murina Jeloruz tem sido a maior fonte de
conhecimento sobre a sua imunobiologia. As altemciassicas da infecgdo experimental
incluem a ativagdo policlonal de linfocitos B e T érgaos linfoides secundarios, a
hipergamaglobulinemia, e a imunossupressdo a aonsgéomologos e heterdlogos
(Minoprio e col., 1986; Minoprio e col., 1989).

Quimiocinas sdo uma superfamilia de pequenos mitideos, sendo que a
maioria apresenta cerca de 90 a 130 residuos amaridos. Sao as principais moléculas
reguladoras do trafego leucocitario. Sao respoisdada orientacdo, pelo processo de
quimiotaxia, pela migracdo dos leucdcitos, ativagd® respostas inflamatorias e
participacdo em outras funcdes, incluindo a reguladp crescimento dos tumores através
de quatro mecanismos moleculares: 1) antigenosciades aos tumores, 2) resposta
imunoldgica especifica as células tumorais, 3)mesticdo da proliferacdo das células
tumorais e 4) moléculas relacionadas a metastalbefth e col., 2001). Podem ser
agrupadas dentro de quatro principais subfamitasacterizadas pela posicdo de dois
residuos conservados (dominios) de cisteinas: @;,C e CXXXC. Os receptores de
guimiocinas pertencem a uma superfamilia de rodaggjada a proteina G. Cada receptor
tem a capacidade de se ligar a mais de uma qumaiaEntro de uma subfamilia. Até o
presente momento 18 receptores tem sido deschitco(ceceptores CXC, 11 CC,1Ce l
CXXXC).

Estes receptores possuem algumas caracteristicasranm, como: dominios

transmembrana, dobras intra e extracelulares, rextagle citoplasmatica C-terminal
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contendo um sitio de fosforilagdo de serina e frepre uma extremidade N-terminal
extracelular (Machado e col., 2000).

Certas quimiocinas como RANTE®&egulated upon Activation Normal T cell
Expressed and Secreted), MCP-1 (Proteina quimiotatica de macrofagos-1ME-1a
(Proteina inflamatéria de macréfagos-1 alfa) podssn importantes moduladores da
resposta inflamatéria e do controle da doenca dey&h Muitas aparentam engatilhar a
sintese de citocinas proé-inflamatérias, induzindgradugdo de NO por macrofagos
durante a infeccao pdr cruz in vitro (Aliberti e col., 1999; 2001). Devido a seu pagpel
atracao de células para o sitio da lesdo, sdodayasias muito importantes no processo de
defesa do hospedeiro (Deng e col., 2003).

Imunidade Inata pode ser ripida e ndo especiffmagrige exposicao prévia ao
patégeno, ndo é modificada por exposi¢cOes repeatinlaatogeno. Apesar de cada sistema
possuir fatores soluveis e elementos celularesipexiste a necessidade de atuagédo em
conjunto para a maxima eficicia na defesa.

Uma das moléculas envolvidas no reconhecimentals@imados de Receptores
do tipo Toll (TLR). Eles s&o responséaveis pelo nbezimento de moléculas especificas
de patdgenos (PAMPs), o que representa um impertamgicanismo de resisténcia na
infeccdo e na modulagéao da respasiane inata para adaptativa (Petersen, C.A 2005).

A resposta imunoldgica adquirida envolve anticerpaeceptores de linfocitos
T originados de expansao clonal contribuindo padasenvolvimento da resposta eficiente
contra os agentes infecciosos. Ja os receptor@soddoll sdo expressos constitutivamente
pelas células do hospedeiro e estdo relacionadmsucoa resposta imediata a agentes
infecciosos, combatendo a infecgdo até que respolsfairida se desenvolva. (Underhill,
D.M 1999).

Seus mecanismos sdo rapidos, fixos em seu modozae @ efetivos em

interromper a maioria das infecgdes em um estagicope, no entanto, nem sempre tém a
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capacidade de eliminar a infeccdo. Suas cara@tadstdo aquelas que ele apresenta por
toda vida, ndo tendo especificidade nem memoriacéhdas e as moléculas da imunidade
inata identificam classes comuns de patégenos deaoem com mecanismos que
resistiram ao teste do periodo evolutivo e sadoirmaainente Uteis (Parham, 2001).

Os componentes da imunidade inata s&o barreirasanmgas, produtos
secretados, além de incluir fagécitos mononucleareslulas Natural Killer (NK). Nesse
também sdao incluidas proteinas como 0os compondateemplemento, os quais sédo dito
ser moléculas sollveis porque estédo dissolvidadlmidss corporais, ao invés de estarem
associadas ou estocadas em células (Wood; Au€98).1

A resposta imune inata ndo s6 exerce uma funcdetpra importante, como
também serve para iniciar e regular a subseqlue#gosta imune adquirida (Abbas;
Lichtman; Pober, 2002).

O sistema imune inato é uma forma antiga e geralist@iminacdo de perfis
moleculares. O reconhecimento imune inato depeneleumh nimero ilimitado de
receptores. Esses receptores de reconhecimentadiéeg (PRRs) estdo envolvidos no
reconhecimento de padrées moleculares associadopaodgenos (PAMPs) (Janeway,
2002) alguns autores identificaram os perfis danligs endégenos para estes receptores.
Essa foi uma das maiores descobertas e levou raagfio que tais ligantes seriam os
padrées complementares originais (Seong e Matzi2@®4) enquanto que os PAMPs de
patdgenos apenas tem o sinergismo de uma atividéatenciada no organismo.

Existem os componentes classicos da imunidade, icatao células dendriticas
(DC), macrofagos e células NK que parecem ter ymelparucial na imunidade parasitaria
e principalmente a anfi: cruzi. Além disso, existem diferentes moléculas de Sigierdo
parasito tém sido identificadas como indutoraswanidade inata, dentre elas destacam-se

as ancoras de glicosil-fosfatidil-inositol (GPl)s &GPl ligadas covalentemente as
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glicoproteinas semelhantes a mucinas, as GPI-nmgjceha enzima trans-sialidase (TS)
(Gazzinelli e Denkers, 2006).

A ativacdo de receptores TLR utiliza uma via dengdaicdo de sinal que
consiste no recrutamento de varias proteinas #itriaces (MyD88, IRAK e TRAF-6)
gue vao desencadear as vias JNK e ERK da cascaRKMAnvolvidas na ativagédo dos
factores de transcricdo AP-1 e MB-(nuclear factorkB), favorecendo a expressao de
genes envolvidos na resposta inflamatéria (Abbalsiéhtman, 2002).

O NF«B € um fator de transcricdo que é ativado em reéaposinais de TCR e
gue é essencial na sintese de citocinas (Abbashénban, 2002). As proteinas NB-séo
importantes na transcricdo de muitos genes emsvéipos de células, particularmente nas
células do sistema imunitario (Abbas e Lichtma20

A ativagdo das APCs via os TLRs 2, 4, 6 levam a inducédo de genes de
citocinas pré-inflamatorias como TNF, IRN4L-12, controlando a replicagdo do parasito
(Campos e Gazzinelli, 2004)

Cada TLR liga-se uma variedade de PAMPs que fuacibcomo marcadores
moleculares de agentes patogénicos. Até agora, ebbros da familia TLR (TLR1-
TLR11) foram identificados em mamiferos. TLR1, TLRZLR6, TLR4 e TLR5
(localizados na membrana plasmatica) e TLR3, TLRMR9 (localizados na superficie
celular). O TLR2 esta envolvido na resposta a unaamdg variedade de bactérias que
incluem os componentes destes microrganismos adead®peptideoglicanos. Outro tipo
de receptor o TLR3 reconhece dsRNA, que é um poodral e o TLR9 que reconhece
material encontrado no genoma de bactérias e, vinas ndo de vertebrados. O TLR7
reconhece compostos farmacéuticos de nome Imiquifachbém conhecido como
Aldara, R-837 ou S-26308) e Resiquimod (também eoidlo como R-848 ou S-28463)

(Kanae & Hiroaki, 2006).
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A resposta imune é geralmente classificada emgn@ésos. Os membros do
TH-1 inclui as interleucinas que sdo produzida®gehacrofagos, mondcitos e células
dendriticas e todos estas presentes na Imunogiab(itj). Os membros do TH-2 estdo
associados as moléculas dos patdgenos (LPS, pagoiglicanos, etc). Um terceiro TH-3 é
constituido por proteinas que sdo exclusivamentesdlicas. Os receptores (TLR)
sinalizam o sistema imunolégico contra microorganis invasivos tanto para a imunidade
inata e adaptativa em invertebrados e vertebradiaso (e Shizuo, 2005). Trabalhos
recentes demonstraram que a participacdo do recCEpR4 na resisténcia a infeccéo pelo
T. cruz (Oliveira e col., 2004). Os mecanismos responsépela maior resisténcia dos
animais que expressam a molécula TLR- 4 em respastapa Y df. cruz depende da
produgaoin vivo e in vitro das citocinas sabidamente envolvidas na respostae ao
parasito (Lonsdale-Eccles e col., 1995).

E importante destacar o papel do fator diferencianéloide (MyD88), que é
uma proteina essencial para a funcdo de TLRs, érienge no controle da parasitemia e
da infecgéo em relagéo ab cruz (Campos & Gazzinelli.,, 2004).

Componentes classicos da imunidade inata, comdasétlendriticas (DC),
macrofagos e células NK parecem ter papel cruaidnunidade antF. cruzi. Além disso,
diferentes moléculas de superficie do parasito si@n identificadas como indutoras da
imunidade inata, dentre elas destacam-se as aramggosil-fosfatidil-inositol (GPI), as
GPI ligadas covalentemente as glicoproteinas semigl a mucinas, as GPl-mucinas, e a
enzima trans-sialidase (TS) como ja citado no texteriormente (revisado por Gazzinelli
e Denkers, 2006).

Diversos estudos vém demonstrando o envolviment TddRs na infec¢éo
pelo T. cruz.. De fato, na infeccdo experimental pdlocruz, Campos e colaboradores
(2001) observaram que os macrofagos de camundaleficsentes de TLR2 (TLR2-/-)

ndo produziam citocinas pré-inflamatérias aposragticdo com GPIT. cruz possui a
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capacidade de evadir dos mecanismos de defesalula béspedeira. Isto pode ser
determinado por alteragbes imunoldgicas bésicasocapresentacdo de antigenos e
fungcbes imuno-reguladoras bem como modificacbes wias de sinalizagcdo celular,
facilitando a evasdo da resposta imune inata etadapdo hospedeiro (Sacks & Sher,
2002). O parasito consegue escapar da acdo midabdo macréfago através do
fagolisossomo, modulando o perfil de citocinas etactas ao nivel da transcricdo. Existe
uma mucina ancorada em GPI na superficie do pardsitominada AgC10 capaz de se
ligar e induzir a secrecédo de II3-2 ndo IL-12 ou TNF que seriam as condicdes normais
para a defesa contra o parasito (De Diego e c@7;1Zambrano-Villa e col., 2002). A
gpl160, glicoproteina de superficie de tripomastigateT. cruz, inicialmente identificada
por Martins e colaboradores (1985) e posteriormpatédicada por Norris e col., (1989),
mostrou-se muito importante na regulacéo do sistemnaplemento do hospedeiro. Esta
glicoproteina liga-se a C3b e C4b, bloqueando mdgéo da cascata por inibicdo da C3
convertase, enzima central da cascata do compler(iéatris e col., 1991; 1994).

E possivel que mecanismos imunoldgicos envolvidosteracdo conjunta de
células do sistema imune, além da susceptibilidggmética diferencial do hospedeiro, gere
uma patologia altamente complexa, impondo difictdda para o desenvolvimento de
vacinas e imunoterapias eficientes. O desenvolinda estratégias terapéuticas visando
a regulacdo da funcionalidade celular e da modalai# componentes inflamatorios,
associado as drogas anti-parasitarias, seriam mhpxstantes no tratamento da doenca de
Chagas. Sendo assim, conhecer os fenOmenos ddesrrda interacdo de formas
tripomastigotas ddrypanossoma cruzi com células da resposta imune inata tem grande
importancia para o entendimento dos primeiros @ga relagéo parasita hospedeiro.

No parasitol. cruz, ja identificaram, que os receptores do tipo Zattconhecem a ancora
(glicosilfosfatidilinositol) GPI dos protozoariosu seja, os gligolipideos dominantes na

superficie dos protozoarias. Além disto, estdo sesstudados animais geneticamente



29

modificados e deficientes em diferentes recepta@stipo Toll ou alternativamente
moléculas adaptadoras responsaveis pela sinaliziess®s receptores. Esses estudos, no
modelo experimental, sdo necessarios para compre@aeles estariam envolvidos
diretamente, no controle da infec¢cdo deste parasitao desenvolvimento da Doenga de
Chagas, ja que é de conhecimento que algumas rasdétm sistema imune com atividade

pré-inflamatéria sao criticas para essa patoldgieo@ki e col,. 2000).



10

11

12

13

14

15

30

2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

- Analisar a interacéo dbrypanosoma cruzi com células da resposta imune inata;

2.2 - Objetivos Especificos:

-Avaliar os niveis de TNg; IL-12, IL-10, RANTES/ CCL5, MIG / CXCL9, MCP-
1/CCL2 e MIP-1/CCL3 no sobrenadante de cultura de células moesmes do sangue
periférico de individuos soronegativos para doetgahagas em reposta a exposicao a

formas tripomastigotas vivas deypanosoma cuz;

- Avaliar os niveis de nitrito no sobrenadante déuca de células mononucleares do
sangue periférico de individuos soronegativos piyanca de Chagas em reposta a

exposicao a formas tripomastigotas vivag dgpanosoma cuz.
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3- JUSTIFICATIVA

Fatores celulares e moleculares do hospedeiro est@mlvidos na resisténcia a
infeccdo pofT. cruzi, bem como em processos patogénicos, destacandprselucdo de
quimiocinas, citocinas e de 6xido nitrico (Nath&892; Tarleton e col., 1992; Munhoz-
Fernandez e col., 1992; Gazzinelli e col., 1992reee col., 1994; Vespa e col., 1994;
Silva e col., 1995; Cardillo e col., 1996; Villakacol., 1998; Aliberti e col., 1999; Silva,
1999; Scianni, 2001).

Os mecanismos imunoldgicos relevantes tanto paesisténcia como para a
patogénese da doenca de Chagas sdo inumeros astééocempletamente esclarecidos,
especialmente aqueles envolvendo células da respashe inata (GOMES, J.A.S. e cols.
2003)

Sabendo-se da grande importancia da relaGderuz-célula hospedeira, este
trabalho visa realizar uma andlise da interacatodaa tripomastigotas da cepa Y d@e
cruz com células do sistema imune inato, avaliando posta de células mononucleares
do sangue periférico e de células do sangue tatatef a formas vivas de tripomastigotas ,
considerando a sintese de citocinas e quimiocihha$2, TNF-, IL-10, MIG, MIP-1a,

MCP-1 E RANTES) bem como a producao de 6xido mitric
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1 - Obtencédo dos parasitos

Formas tripomastigotas da cepa Y foram obtiday@sree puncéo cardiaco em
camundongos infectados cedidos pelo Laboratéripadasitologia da UFTM. O sangue foi
coletado em tubo estéril de 15 mL junto a meio REMBCO) suplementado. Fez-se a
centrifugacdo a 115 g por 5 minutos a temperatorasiente. Coletou-se o sobrenadante e
centrifugou a 800 g por 20 minutos a 5 °C. Posterate estes parasitos foram colocados
em cultura de células VERO CCLS8s, que foram gestili@ cedidas pela Pfdfleide
Maria da Silva da Disciplina de Histologia da Umsidade Federal de Uberlandia (UFU),
utilizados na infec¢cdo dos PBMCs.
4.2 - Obtencéo e cultivo de células para coleta debrenadante

Foram utilizadas células mononucleares do sangutgpco (PBMCs) e de sangue

total de 16 individuos com idade entre 20 e 45 anadaveis com sorologia negativa para
doenca de Chagas. Estes individuos foram convidadqsarticipar deste estudo e
assinaram o termo de consentimento.

O protocolo foi aprovado pelo comité de ética esgpesa (CEP) / UFTM com
0 N° 0905 no ano de 2007.

As populacdes celulares foram obtidas da seguonteaf.
Foram coletados 10 mL de sangue venoso em preseniaparina (5U de heparina por
mL de sangue) colocados em tubos plasticos comieoS0 mL na presenca de Ficoll-
Hipaque (PHARMACIA) com densidade de 1,073. Os sutmwam centrifugados a 400 g
por 20 minutos a 18°C. ApOs a centrifugacdo, a cépeocitaria de células
mononucleares, na interface, entre a solugcao dal leico plasma, foi coletado com o

auxilio de uma pipeta graduada e transferido pata @aubo conico de 50 mL. O excesso
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de Ficoll foi removido por centrifugagéo, lavandoas células por trés vezes, com 30ml
de meio RPMI (GIBCO) incompleto em cada lavager20@ g a 4°C por 15 minutos. As
células foram ressuspensas em meio RPMI (GIBCOgswntado com 5% de soro fetal
bovino inativado, com 80 mg/dL de gentamicinapenZrcaptanol, para os ensaios de
producdo de sobrenadantes a uma concentracdo de02células/mL. A quantidade de
células obtidas foi determinada por contagem emacénde Neubauer. A viabilidade
celular foi determinada utilizando-se o teste deluséo em solucdo de Turk. Todos os
procedimentos foram realizados em condi¢cdes esténtiizando-se capela de fluxo
laminar, com excecdo da contagem de células, geslizada por amostragem.

Para a obtencéo de leucdcitos totais, foram calsttaimbém 10 mL de sangue
venoso em presenca de heparina (5U de heparinenlpate sangue) colocados em tubo
plasticos conicos secos a quantidade de 1,5 mlaniguse total na presenca de 6,0 mL de
meio RPMI (GIBCO), os tubos foram centrifugado<@ ¢ por 20 minutos a 18°C. Apés a
centrifugacdo, a capa leucocitaria do sangue fotaletirada e procedeu-se da mesma
maneira ja citada anteriormente, as células tamioéam ressuspensas em meio RPMI
(GIBCO) suplementado com 5% de soro fetal bovinativado, com 40 mg/dL de
gentamicina e [2mercaptanol, para obtencéo de sobrenadantes aanoantragcéo de 2 X
10° células/mL. A quantidade de células obtidas foédrinada também por contagem em
camara de Neubauer e a viabilidade celular tamloémeterminada utilizando-se o teste
de exclusdo em solugéo de Turk.

As células mononucleares e de sangue total obtmiae descrito acima foram
ressuspendidas a concentracdo de 2%5pafasitos/poco em meio RPMI incompleto e
incubadas por 24 horas em estufa incubadora cowsétm enriquecida com 5% de £0
Um ml da suspensédo celular foi distribuido em caxficio de placa de 24 pocos. As

células foram incubadas em presenca de formasntagiigotas vivas de cepa Y do
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Trypanossoma cruz, por 24 horas em estufa incubadora a 37°C comséénaoenriquecida
com 5% de C@ Os sobrenadantes foram coletados e armazenadfveezer -70°C, até a
andlise.

4.3 - Ensaio Imunoenziméatico

As concentragbes das citocinas T&F- IL-12 / IL10, assim como as
quimiocinas MIG / MCP-1 / MIP-1r / RANTES foram mensuradas por ELISA do tipo
sandwich. Placas de 96 pocos de fundo chato de alta skesda (NUNC — Maxisorp,
Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com 50 de anticorpo primério monoclonal
anti TNF- a, anti IL-12, anti IL-10 e das as quimiocinas MIGUCP-1 / MIP-1a /
RANTES em tamp&o carbonato bicarbonato pH 9,4 gonhdras a 4C. Posteriormente,
foram lavadas com PBS/Tween a 0,05 % em lavaddoanadtica, bloqueadas com 200
de PBS/BSA 2% (4 horas/temperatura ambiente) elds/aovamente com PBS/Tween
0,05%.

As amostras de sobrenadantes de cultura, diluidasm PBS/BSA 2% foram
adicionadas a placas e, paralelamente, realizanava padrdo com diluicdo seriada das
respectivas citocinas e quimiocinas recombinamiesamostras juntamente com a curva
foram incubadas por 18 horas &4 Os pocos foram entdo lavados com PBS/Tween e
distribuidos uma quantidade de J0poco com o respectivo anticorpo monoclonal
secundario conjugado a biotina, permanecendo pas taras a temperatura ambiente e
lavando-se subsequentemente com solucdo de PBSITwgms esta etapa, foram
pipetados 100l, poco de fosfatase alcalina conjugada a estrigjita em PBS/BSA 2%,
permanecendo por duas horas a temperatura ambiodgeeriormente, as placas foram
lavadas com PBS/Tween adicionando-se, em segui@al/ioco do substrato indutor de
atividade enzimética p-nitrophenyl fosfato. A aléorcia foi mensurada em leitor de

microplacas com filtro de 405 nrBiprad 2550 Reader EIA., USA).
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4.4 - Dosagem de Oxido Nitrico

Para dosagem de nitrito utilizou-se reagdo de &r{€een et al., 1981),
preparada misturando-se na proporcao de 1:1 dgdsolde sulfanilamida (Sigma) a 1%
com solugdo de naftilenodiamida (Sigma) a 0,1% anelpa 4cido fosforico 2,5% (Merck,
Brasil). Para dosagem usaram-se 50 ul de sobreieadarcada pogo. A absorbancia em
550 nm foi lida (BIORAD) e a concentracdo de rotriteterminada em referéncia a curva
padréo de 0,078 a 10M de NaNQ.
4.5 - Andlise estatistica

As variaveis continuas foram submetidas a testes:atealidade. Foram
aplicados os testes de Mann Whitney ou Kruskal $\jgdira duas ou trés variaveis de
grupo respectivamente. Foi considerado significativvalor de p <0,05 e os valores

encontrados da mediana.
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5. RESULTADOS

O sangue de 16 individuos com sorologia negativa gaenca de Chagas foi colhido
para fracionamento celular e posterior cultivo.aroravaliados os niveis de IL-12, IL-10, TNF-
MCP-1, MPI-ki, RANTES e MIG, bem como os niveis de nitrito pradas por células
mononucleares do sangue periférico e de sanguk apfs a interacdo ou ndo com formas
tripomastigotas vivas de cruz.

No sobrenadante de culturas de PBMC sem estimuatoocparasito, os niveis de IL-12
variaram de ndo detectado a 331 pg/ml com mediard®8,75 pg/ml. Entretanto, apds adicdo dos
parasitos vivos, 0s niveis foram significantemenédgores, variando de ndo detectado a 565 pg/ml
com mediana de 221 pg/ml.

N&o houve diferenca significativa entre a sintesdld12 antes e depois da adigédo
parasitos vivos nas culturas de leucocitos. Odsde IL-12 sintetizados na auséncia de estimulo
variaram de ndo detectado a 221 pg/ml com median83¢3 pg/ml e na presenca de formas
tripomastigotas variou de ndo detectado a 238 pggml mediana de 153 pg/ml na presenca. Estes
resultados sdo mostrados na figura 4.
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Figura 4: Niveis de IL - 12 produzidos por -células
mononucleares e leucocitos de individuos soro negativos para
Doenca de Chagas, 18 horas apés a infeccdo com as formas

tripomastigotas. * diferenca significativa (p <0,05). A linha da
horizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25 a
75 % e a linha vertical o percentil de 10 a 90 %.

Os niveis de IL-10 sintetizados por células montmawes cultivadas na auséncia de
estimulo com tripomastigotas vivos variaram de aétectado a 3090 pg/ml com mediana de 1470
pg/ml. Nestas mesmas células, ap0s a adigidormas tripomastigotas de cruzi 0os niveis
variaram de ndo detectado a 1380 pg/ml com medi@n&53 pg/ml. Desta forma, nao foi
observado diferenca estatistica entre os dois grupo

Nas culturas de células do sangue total houveedifer significativa entre os grupos
com estimulo e sem estimulo prévio, sendo que apédicdo de tripomastigotas, os niveis
produzidos variaram de 29,9 pg/ml a 4220 pg/ml coediana de 946 pg/ml. Em relacdo a cultura
nao estimulada, os niveis variaram de 982 pg/ml7® »g/ml com mediana de 928,5 pg/ml.

Estes resultados sao ilustrados na figura 5.
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Figura 5: Niveis de IL - 10 produzidos por células

mononucleares e leucocitos de individuos soro negativos para
Doenca de Chagas, 18 horas apés a infeccdo com
tripomastigotas. * Sangue total com leucdcitos acrescido de

meio X Sangue total com leucécitos acrescido de meio mais
tripomastigotas (p <0,05), linha da horizontal representa a
mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o

percentil de 10 a 80 %.

Houve diferenca estatistica entre os niveis de d@NPproduzidos por células

mononucleares do sangue periférico cultivados reeraiia ou na presenca de tripomastigotas

vivos. Na auséncia de estimulo, os niveis de aN@&riaram de ndo detectado a 1480 pg/ml com

mediana de 521 pg/ml. Nestas mesmas células, apdigdode formas tripomastigotas decruz

0s niveis variaram de 262 pg/ml a 3420 pg/ml cordiama de 1555 pg/ml.

Nas culturas de células do sangue total, houveedifa significativa com valores

significativamente maiores apds a adicao de trigbig@tas, variando de 36 pg/ml a 1590 pg/ml

com mediana de 472 pg/ml, na auséncia de estiml&2gg/ml a 3420 pg/ml com mediana de

1555 pg/ml na presenca de formas tripomastigotas.

Estes resultados sao ilustrados na figura 6.
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igura 6: Niveis do TNF-a produzidas por células mononucleares
leucocitos de individuos soro negativos para Doenca de
hagas, 18 horas apdés a infeccdo com tripomastigotas.

Diferenca significativa (Manm Whitney) (p <0,05), linha da
orizontal representa a mediana, a barra o percentil de 25 a 75
P a leitura vertical o percentil de 10 a 90 %.

Verificamos que na cultura de células mononuclear@sivadas na auséncia de
estimulo prévio com tripomastigotas vivos, os rvdsa MIG variaram de 14,5 pg/ml a 36,6 pg/mi
com mediana de 17,8 pg/ml. Nestas mesmas célypids,saadicdde formas tripomastigotas de
cruz os niveis foram significantemente maiores, vaaael 16,7 pg/mla 71,9 pg/ml com mediana
de 18,5 pg/ml.

Nas culturas de células do sangue total, houwereti€a significativa entre o grupo
com estimulo e sem estimulo, onde niveis superiteed|G foram produzidos apos a adigdo de
tripomastigotas, o que variou de 16,2 pg/ml a pbfnl com mediana de 19,8 pg/ml na auséncia
de estimulo e 18,9 pg/ml a 127 pg/ml com mediana34ld5 pg/ml na presenca de formas
tripomastigotas.

Estes resultados sao ilustrados na figura 7.
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Figura 7: Comparagdo entre os niveis de MIG produzidas
por células mononucleares e leucécitos de individuos
negativos para Doeng¢a de Chagas, 18 horas ap6s a
infeccdo com tripomastigotas. *Diferenca significativa

(p <0,05). A linha da horizontal representa a mediana, a
barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o
percentil de 10 a 90 %.

40

A andlise dos niveis de RANTES produzidos por esluhononucleares mostrou que nao

houve diferenca estatistica entre os grupos estdonsl com tripomastigotas e o0 grupo sem

estimulo. Em culturas de PBMC cultivados na auséude estimulo, os niveis de RANTES

variaram de 884 pg/ml a 3600 pg/ml com mediana5di® g/ml. Nestas mesmas calilac anAg g

adicdode formas tripomastigotas decruz os niveis de RANTES variaram de 140C
pg/ml com mediana de 2560 pg/ml.

Nas culturas de células do sangue total ndo hoifleesdga significativa entt
com estimulo e sem estimulos quanto aos niveisANMTES produzidos pelas cél
adicdo de tripomastigotas, estes niveis variara@b86 pg/ml a 3640 pg/ml com mec
pg/ml e na auséncia do estimulo variaram de 223Mipg 3630 pg/ml com medi
pg/ml.

30

'S
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Estes resultados sao ilustrados na figura 8.
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Figura 8: Compara ¢ao entre os n iveis de RANTES produzidas
por cé lulas mononucleares e leucécitos de individuos soro
negativos para Doenc¢ a de Chagas, 18 horas ap0s a infec¢éo

com tripomastigotas. A linha da horizontal representa a
mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura vertical o
percentil de 10 a 80 %.

Os niveis de MIP4 produzidos por PBMC cultivados na auséncia demesbi
variaram de 1780 pg/ml a 4160 pg/ml com mediandld® pg/ml. Nestas mesmas células, apos a
adicdo de formas tripomastigotas dB cruz ndo houve diferenca significativa com niveis
variando de 1210 pg/ml a 4240 pg/ml com median82@5 pg/ml. Analisando as culturas de
células do sangue total, verificou-se que ndo haliferenca significativa apdés a adicdo de
tripomastigotas. Os niveis de Mlle-Ino sobrenadante das culturas na auséncia de stimu
variaram de 2860 pg/ml a 4020 pg/ml com mediand=d® pg/ml e na presenca de estimulo com
tripomastigotas vivos variaram de 3020 pg/ml a 4@@nl com mediana de 3625 pg/ml.

Estes resultados sao ilustrados na figura 9.
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Figura 9: Comparacao entre os niveis de MIP - 1 «a
produzidas por células mononucleares e leucd citos de
individuos soro negativos para Doeng a de Chagas, 18 horas
apos a infec¢ do com tripomastigotas. Sangue total com

leucdcitos acrescido de meio. A linha da horizontal
representa a mediana, a barra o percentilde 25a75% e a
leitura vertical o percentil de 10 a 90 %.

Os niveis de MCP-1 em sobrenadante de cultura 8CP&iltivados na auséncia de estimulo
variaram de nao detectado a 1630 pg/ml com mediai@&9 pg/ml. Nestas mesmas células, apds
a adicaade formas tripomastigotas decruz os niveis ndo foram significantemente, variando de
nao detectado a 693 pg/ml com mediana de 335,9.pg4® culturas de células do sangue total
nao verificou-se diferenca significativa entre dgeis de MCP-1 produzidos. Apos a adicao de
tripomastigotas os niveis variaram de nao deteaat250 pg/ml com mediana de 679 pg/ml e na
auséncia de estimulo os niveis variaram de 13rflpgl660 pg/ml com mediana de 697,5 pg/ml.
Estes resultados sao ilustrados na figura 10.
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Figura 10: Comparacao entre os niveis de MCP-1 produzidas
por células mononucleares e leucécitos de individuos soro
negativos para Doenca de Chagas, 18 horas apoés a infeccao
com tripomastigotas. Sangue total com leucdcitos acrescido

de meio X Sangue total com leucdcitos acrescido de meio
mais tripomastigotas (p <0,05), linha da horizontal representa
a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura
vertical o percentil de 10 a 80 %.

Os niveis de nitrito detectados nos sobrenadamtesitlra de células mononucleares
sem estimulo prévio variaram de 14 nMol a 31 nMohamediana de 22 nMol. Nestas mesmas
células, apés a adicd@lms parasitos os niveis variaram de 12 nMol a 28Iddm mediana de 21
nMol, ndo havendo diferenca estatistica entre @gsgtapos.

Nas culturas de células do sangue total, ndo sahsdiferenca significativa entre os
grupos com estimulo e sem estimulo. Apos a adiedormas tripomastigotas, o0s niveis de nitrito
detectados variaram de 23 nMol a 6400 nMol com amedide 1310 nMol sendo que os niveis
detectados na auséncia de estimulo variaram d&2Ban7620 nMol com mediana de 1500 nMol
Estes resultados sao ilustrados na figura 11.
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Figura 11 : Comparacao entre os niveis de nitrito produzidos
por células mononucleares e leucocitos de individuos soro
negativos para Doenca de Chagas, 18 horas apés a

infeccdo com tripomastigotas. Sangue total com leucécitos
acrescido de meio X Sangue total com leucécitos acrescido
de meio mais tripomastigotas, linha da horizontal representa
a mediana, a barra o percentil de 25 a 75 % e a leitura
vertical o percentil de 10 a 80 %.
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6- DISCUSSAO

Células da resposta imune inata sdo as primeitalRg@ serem recrutadas no
sitio de infeccdo e pouco se conhece do resultadotéracdo destas células com formas
tripomastigotas d&rypanossoma cruz.

Moléculas de superficie db. cruzi podem induzir a produgéo de citocinas e
quimiocinas por células da resposta imune inatayguelmente através da ativacdo de
Receptores Toll-Like (TLR) modulando a resposta niolgica contra este parasito
(Almeida e Gazzinelli, 2001; Campos e col., 200delGo e col., 2002; Medeiro e col.,
2007).

Neste estudo, analisamos a producéo de citociha%2(l TNFw, IL-10) e
quimiocinas (MIG, MCP-1, RANTES e MIP-4), bem como O6xido nitrico por células
mononucleares e do sangue total envolvidos naae@ollda resposta imune inata antes e
apos o estimulo com formas tripomastigotas vivas. deuz.

Nosso trabalho demonstrou que o estimulo com t@sbigotas vivos dd.
cruzi induziu o aumento da sintese de IL-12 nas cultdescélulas mononucleares.
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica ergrgropos com estimulo e sem estimulo
nas culturas de células do sangue total.

O papel desenvolvido pelas citocinas pro e andiméltorias na patogénese da
Doenca de Chagas é extremamente importante paradalagdo da resposta imune.
Formas tripomastigotas de cruzi sao capazes de induzir significativamente a pr@alug
de IL-12 por células mononucleares de sangue piedaféPBMC) de individuos normais,
provavelmente devido a habilidade das glicoprotseflmtipo mucina de tripomastigotas se
ligarem a receptores especificos na célula hosgedenduzirem a producgéo desta citocina
(Camargo, 1997).

Sabe-se que a IL-12 é uma citocina importante patimular a producdo de

IFN-y e diferenciacdo de células T em Thl. Assim, adlLphssa a ser considerada
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essencial para o desenvolvimento de uma respodtaeinefetiva contra patdégenos
intracelulares. Uma maneira eficiente de se esadpdestruicdo pelo sistema de defesa do
hospedeiro passa a ser o controle da expressdoeldefelo parasito. A influéncia da IL-
10, IL-12 e do IFNa e do IFNy na regulacdo autdcrina de macrofagos tem sido
amplamente descrita (Di Marzo, 1994; Bastos e c@002). Esta citocina pode ainda
influenciar na capacidade de apresentacdo de matfggdos macréfagos peritoneais, uma
vez que o tratamento destas células com riL-12np@kza a apresentacdo de um antigeno
tumoral pouco imunogénico (Grohmann, e cols. 2001).

N&o observamos diferencga significativa entre opgsusem estimulo e com
estimulo em relacdo aos niveis de IL-10 produzigos células mononucleares.
Entretanto, o estimulo com tripomastigotas indumiumento da sintese de IL-10 por
células do sangue total.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria produzigar macréfagos e por alguns
linfécitos. Esta citocina inibe a producdo de li-igelo linfécito T e de vérias citocinas e
quimiocinas pelos macrofagos, bloqueando as fure@essorias destas células na ativagédo
de células T (Trinchieri, 1997). IL-10 pode diminailiberacdo dos metabolicos toxicos e
inibir a diferenciacdo de células Thl, caractedoaom parasitismo sustentado (Reed e
cols., 1994; Abrahamsohn, 1998; Brodskyn & Barratdy 2000).

Apesar de detectarmos altos niveis de IL-10 enu@adtde células do sangue total
infectadas com tripomastigota da cepa Y de T. ddeinatureza virulenta e patogénica),
alguns autores consideram que a inducdo da sidieesk-10 pelo parasito seja um
mecanismo de escape da resposta imune, emborasiegsse ndo esteja diretamente
relacionada com a viruléncia do parasito e a attdygdo da mesma ndo tem um papel na

persisténcia do mesmo na célula hospedeira (Wiktdls., 2001).
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Em nosso estudo observou-se que a adicdo de trgbigotas na cultura
induziu aumento da sintese de TRas culturas de células mononucleares e de sangue
total.

TNF-0 € uma citocina que atua em processos inflamatérinsunes, também
regula o crescimento e diferenciacdo em algunss tipelulares. Apresentam efeitos
paracrinos e enddcrinos, liberado por macréfago®eocitos ativados, linfocitos T e B,
fibroblastos e miocardiécitos (Finkel e col., 198 chado e col., 2000). Pode ainda atuar
na ativacao da iNOS induzindo a producado de oxittica pelos macréfagos, importante
mecanismo de destruicdo do parasito intraceluiara(8 col., 1995).

A producao do TNFe pode ser induzida diretamente pelo parasito ouseos
antigenos de superficie, sendo dependente dadivicfator de transcricdo NF-kB, como
mostrado por Ropert e col. (2002).

As quimiocinas sao substancias quimioatractanteduzidas pelo organismo que
atuam na modulagédo e controle da resposta imumal@ravés de diferentes células da
resposta imune inata e adaptativa.

De modo geral, as CXC quimiocinas atuam sobre ogdfdos e as células T e B,
enquanto as CC quimiocinas atuam sobre um espmeaisobamplo de populagdes celulares,
como monocitos, baséfilos, eosindfilos, célulascé&lulas dendriticas e células natural
killer, ndo atuando sobre os neutréfilos. Provaesira todos os tipos celulares, como
células endoteliais, cardiomiécitos, fibroblastosggacariocitos, células T, macréfagos,
etc, quando estimulados de forma apropriada e depém da natureza do estimulo
produzem varios tipos de quimiocinas simultaneaenédénnee col. 1999).

Macréfagos humanos infectados com tripomastigoéas. druzi sdo capazes
de produzir algumas quimiocinas como: CCL5/RANTEEL3/MIP-1o., CCLA/MIP-13
and CCL2/MCP-1 (Villalta e col. 1998, Aliberti elc@999)Em nosso estudo verificamos

gue nas culturas de células mononucleares e degéa sangue total os niveis de MIG
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foram estatisticamente significativos entre os gsupsem estimulo prévio com
tripomastigota em relagdo ao grupo com estimugyad produziu maior quantidade desta
qguimiocina. Trabalho anterior mostrou que pacientes a forma esofagica da doenca de
Chagas produziam maiores niveis de MIG em relagipagientes que apresentavam
apenas refluxo gastroesofagico. Além disso, owttod® mostrou que niveis elevados de
MIG foram detectados em pacientes que apresentafarma cardiaca da doencga quando
comparados aos niveis detectados em soro individaodaveis. Estes dois trabalhos
mostram o importante papel de MIG no controle decitéo porT. cruz (Talvani e col.,
2004; Crema e col., 2006).

Trabalho realizado por Coelho e col. (2002) demonstjue importante papel
das moléculas (tGPIl) d&. cruzi que estdo ancoradas na membrana do parasito no
recrutamento de diferentes células da respostaenam camundongos. Macréfagos
guando ativados pelo parasito sintetizam IFN-gantpal induz a producédo de MCP-1
por estas células. Neste trabalho, os autores dgraona importancia desta quimiocina
no recrutamento de leucocitosvivo e ativacdo de macréfagosvitro. M nosso estudo,
niveis significativos de |[MCP-1 foram sintetizadosr células mononucleares e por
células do sangue total apds a adicdo do parasituitura, 0 que comprova o papel desta
guimiocina na regulacao da infeccao pElaruz.

N&o foi detectada diferenca estatistica quantonaass de RANTES e MIP-1
alfa produzido pelas culturas de ambas as célul#esaa apds estimulo com
tripomastigotas. Embora essa diferenca ndo exssifae-se que estas duas quimiocinas
participam ativamente do processo de fagocitose rpacréfagos ativados por pelo
parasito, além de induzir a cascata de ativacdgopaove a expressao de moléculas de
superficie de macréfagos importantes para o recimbeato de antigenos de superficie do
parasito por estas células (Lima e al., 1997; Kadlla cols., 1998; Villalta e cols., dados

nao publicados).
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Foi demonstrado que iafeccédo experimental de camundongos com a cepa
Colombiana pode agir na regulacédo de quimiocinesnsequentemente na modulagcéo da
resposta imunoldgica nas fases da doengca em coeaefio macrofagos. A andlise dos
RNAmM de quimiocinas mostra que as quimiocinas CXQU8G) e CXCL10 (IP10), bem
como CCL2 (MCP-1) e CCL5 (RANTES) foram expressasdte a fase aguda da doencga
de Chagas, entretanto, os transcritos para CCL21C€ CCL5 permaneceram elevados
durante a fase cronica da doenca (Hardison e @fl66). Este dado demonstra que as
guimiocinas podem participar do direcionamento elsposta imune inata para resposta
imune adaptativa.

Oxido nitrico € uma substancia capaz de inibir escdmento ou eliminar
diversos tipos de microorganismos. Sua sintese gerdeegulada pela acdo sinérgica entre
duas citocinas, IFN-gama e TNF-alfa, favorecendbrnainacéo de parasitos confiocruz
via macréfagos humanos (Mufioz-Fernandez e col2;188zzinelli e col., 1992; James,
1995, Villalta e col. 1998) demonstrou através mfeccdo de macréfagos humanos com
tripomastigotas da cepa Tulahuen que quimiocinagrdipo CC como RANTES, MIP-1a e
MIP-1b desempenham papel tripanocida importantv@srda inducédo da sintese de NO.

Em nosso estudo, os niveis de nitrito detectadsscnd#iuras de PBMC foram
baixos e ndo houve diferenca significativa entreniveis produzidos pelas culturas de
células mononucleares e células do sangue totek antapdés o estimulo com formas
tripomastigotas dé. cruz.

Os niveis de TNFet observados apés a adicdo do parasito em ambadtass de
células tenha sido elevado, este isoladamente oi&mapaz de estimulas a producgéo de
NO. Considerando o papel desta citocinas na refjolda sintese de nitrito por células da
resposta imunologica, € possivel que os baixossnie nitrito obtidos nas culturas de

PBMC possam ser atribuidos a baixa capacidadesdesitdas expressarem iNOS.
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Estes resultados mostram que o parasita, ao emtraontato com células da
Resposta Imune Inata, € capaz de ativa-las naadiderde mediadores, quimiocinas e
citocinas, com potencial par iniciar a resposta nenantiparasitaria e influenciar o

desenvolvimento da resposta imune adaptativa.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A interacdo existente entre © cruz e a célula hospedeira pode envolver
moléculas de superficie especializadas capazesldeii a ativacdo de vias de sinalizacédo
importantes para o desencadeamento da Resposta Imata necesséria para controlar a
replicacdo do parasito nos momentos iniciais dacg#o. Alguns destes mediadores sao
ainda decisivos para o desenvolvimento de uma sé&sponune adaptativa, que
determinara, tanto os mecanismos de combate agitpareomo aqueles envolvidos na
formacgao das lesdes da fase cronica da doengagasha
Os nossos resultados nos permitem concluir que:

F O contato de formas tripomastigotas vivas com adastda resposta imune inata,
levou ao aumento da expressao de mediadores gaen ate forma oposta na
regulacéo da resposta imune.

F O resultado deste balanco poderia ser decisivo@desenvolvimento da infecgéo.

F Outros estudos sdo necessarios para melhor comdprees fendbmenos aqui

evidenciados.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ESCLARECIMENTO

Vocé estd sendo convidado a participar do estddwteracao do
Tripanossoma cruzi com células da resposta imune inata. Os
avancgos na area da salde ocorrem através de estudosste, por isso a sua participacao
€ importante. O objetivo deste estudo é Avalisgsposta de neutrofilos e mondcitos frente
a antigenos deTrypanossoma cruzi . Analisar a sintese de Oxido nitrico, citocimas
quimiocinas em resposta a infec¢ao poeruz e caso vocé participe, sera necessario: fazer
exame de sangue para sorologia pasganossoma cruzi (Doenca de Chagas). Nao sera
feito nenhum procedimento que Ihe traga risco da vicontudo vocé poderd ter algum
desconforto quando receber uma picada para colkengue do seu braco.

Vocé poderd ter todas as informagcfes que quiserder@ ndo participar da
pesquisa ou retirar seu consentimento a qualquememim, sem prejuizo no seu
atendimento. Pela sua participacdo no estudo, v@ce receberd qualquer valor em
dinheiro, mas terd garantia de que todas as despesassarias para a realizacdo da
pesquisa ndo serdo de sua responsabilidade. Swa nao aparecerd em qualquer

momento do estudo, pois vocé sera identificado wanmimero.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE, APOS ESCLARECIMENTO

Eu, , lie / ou ouvi o esclaresto acima e compreendi

para que serve o0 estudo e qual procedimento ssep@e submetido. A explicacdo que
recebi esclarece os riscos e beneficios do esiudentendi que sou livre para interromper
minha participacéo a qualquer momento , sem jaatifininha decisao.

Sei que meu nome ndo sera divulgado, que nao desgiesas e nao receberei

dinheiro por participar do estudo. Eu concordo entigpar do estudo.

Uberaba, ................ Lo | ST
Assinatura do voluntério ou responsavedlieg Documento de identidade
Assinatura do pesquisador responséavel Assinatura do pesquisador ¢aigor

Telefone de contado dos pesquisadores: (34) 3332-1234 e (34) 3318-5289
(34) 3332-0939 e (3818-5299

Em caso de davida em relagdo a esse documentopedeéentrar em contato com
o Comité Etica em Pesquisa da Universidade Federatiangulo Mineiro (UFTM), pelo

telefone (34)3318-5854.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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