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RESUMO

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das diferentes formas clinicas da doenga
de Chagas sdo ainda pouco compreendidos, sugerindo que multiplos fatores possam estar
envolvidos no seu estabelecimento. O papel da migragdo e ativacio dessas células na doenca de
Chagas ainda € pouco estudado apesar de ser uma analise fundamental para o entendimento da
imunopatogénese causado pela infeccido pelo Trypanosoma cruzi. Neste estudo foi avaliado o
perfil de migracdo e ativagdo de linfécitos T CD4" e CD8" presentes em sangue periférico, antes
e apos estimulo antigénico in vitro. Foram avaliadas células de individuos ndo infectados (NI) e
de pacientes assintomdticos portadores de infeccdo cronica pelo 7. cruzi denominados de
indeterminados (IND) e aqueles apresentando sinais ou sintomas cardiacos, denominados de
cardiacos (CARD). Foi avaliada a expressio das moléculas de superficie: CD62L, CCR7,
CD45RA e CD45RO em linfécitos T CD4" e CD8" e o padrio de citocinas intracelulares (IFN-y,
IL-10) sintetizadas por células virgens e de memdria. Os dados mostraram que pacientes do
grupo IND apresentaram menor percentual de células T CD4" ndo ativadas (CD62L"") com
potencial de migracdo para 6rgdos linféides, células CCR7", enquanto os pacientes CARD
apresentaram maior percentual de células T CD4" ativadas (CD62L") e menor percentual de
células T CD8'CCR7". Pdde-se observar que pacientes portadores da doenca de Chagas,
independente da sua forma clinica, apresentaram menor percentual de células T CD4" ¢ CD8"
virgens (CD45RA™") ¢ maior percentual de células de memdria (CD45RO™M). J4 a avaliacao de
células memoria central (Tcy) e memodria efetora (Tgv) demonstram que esses pacientes
apresentaram um percentual elevado de células T CD4", Tcy e Tey. Pacientes IND apresentaram
maior nimero de células T CD8" Ty, enquanto o grupo CARD um maior nimero de células T
CD8" Tgy. Pode-se observar que os pacientes portadores da forma clinica IND possuem mais
células T CD8*CD45RA"" secretando IL-10, enquanto pacientes CARD essas células secretam
niveis mais elevados de IFN-y. Neste estudo observamos diferencas no padrdao de migracdo e
ativacdo entre os grupos IND e CARD quando comparados ao grupo NI, como uma menor
expressdo de CD62L por células T CD4", maior nimero de células T CD8" de memdria central,
associada a maior secre¢do de IL-10 por células T CD8" por pacientes IND, poderiam estar
atuando como um dos mecanismos reguladores envolvidos, tendo um papel importante na

protecdo de hospedeiro contra uma resposta inflamatdria exacerbada.



ABSTRACT

The mechanisms involved on the development of different clinical forms of Chagas
disease are still poorly understood, suggesting that multiple factors may be involved in its
establishment. The role of cell migration and activation in human Chagas disease has
received little attention despite its importance to the understanding of the
immunopathogenesis caused by infection with Trypanosoma cruzi. This study evaluates the
profile of migration and activation of CD4" and CD8" T lymphocytes present in peripheral
blood before and after in vitro antigenic stimulation. We evaluated cells from non infected
individuals (NI), patients with indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of
Chagas disease. We evaluated the expression of the surface molecules: CD62L, CCR7,
CD45RA and CD45RO in CD4" and CD8" T lymphocytes and the pattern of intracellular
cytokines (IFN-y, IL-10) synthesized by naive and memory cells. The data showed that
IND patients had lower percentages of non activated CD4" T cells (CD62L"") with
potential for migration to lymphoid organs, CCR7" cells, while CARD patients showed a
higher percentage of activated CD4" T cells (CD62L") and lowest percentage CD8*CCR7*
T cells. We observed that patients with Chagas disease, independent of their clinical form,
showed a lower percentage of naive CD4" and CD8" T cells (CD45RA") and a higher
percentage of memory cells (CD45RO"&"). The evaluation of central memory cells (Tcm)
and effector memory (Tgym) showed that in the hole blood from these patients there is a high
percentage of both Tcy and Ty CD4' T cells. IND patients had higher frequency of Tewm
CD8" T cells, as the group CARD presented higher number of Tgy CD8' T cells. It was
observed that patients with the clinical form IND have higher percentage of
CD8'CD45RAM™ T cells secreting IL-10, while in CARD patients these cells secreted
higher levels of IFN-y. In this study we observed differences in the pattern of cell surface
migration and activation markers between the groups, as a reduced expression of CD62L by
CD4 * T cells, increased number of CD8 * T cells of central memory, associated with
increased secretion of IL-10 by CD8 * T cells in patients IND, could be serving as one of
the regulatory mechanisms involved, taking an important protect role in host against a

inflammatory response exacerbated.



INTRODUCAO



A doenca de Chagas é uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma
cruzi. Segundo a Organizacdo Mundial de Sadde, foram registradas na América Latina
vinte e uma mil mortes decorrentes da doenca de Chagas no periodo de 2005/2006 (WHO,
2007). Estima-se que ainda existam 15 milhdes de infectados na América Latina, com mais
de 28 milhdes de pessoas sob risco de transmissao, em cerca de 21 paises endémicos, sendo
aproximadamente 41.200 novos casos por ano e 12.500 mortes/ano (WHO, 2007, DIAS,
2007). A maioria desses casos atualmente estd presente nos grandes centros urbanos, em
subseqiiéncia ao afluxo de individuos de baixa condi¢do s6cio-econdmica (ROCHA et
al.,1994). Apesar do progresso das dltimas décadas quanto a erradica¢do de um dos vetores,
como o Triatoma infestans no Brasil, em algumas dreas endémicas a transmissao vetorial
da doenca de Chagas ainda permanece em outros paises da América Latina, e através de
outras espécies mesmo no Brasil (DIAS et al., 1997).

A maior parte dos casos de infec¢do em seres humanos, ou em outros vertebrados, é
produzida pelo contato da pele ou mucosas com fezes ou urina de insetos hemat6fagos da
ordem Hemiptera, familia Reduviidae e sub-familia Triatominae, infectados pela forma
tripomastigota do 7. cruzi (CHAGAS, 1909). Os vetores se infectam quando formas
tripomastigotas sangiiineas sdo ingeridas durante a succdo do sangue do hospedeiro
vertebrado infectado. Uma vez no intestino posterior do inseto, as formas tripomastigotas se
transformam em formas epimastigotas, que se multiplicam por divisdo bindria e,
posteriormente, passam por alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas, transformando-se em
tripomastigotas metaciclicos no reto do inseto, tornando-se aptas a penetrar em células do
hospedeiro mamifero. Apds o repasto, estas formas sao eliminadas juntamente com as fezes
do vetor, penetrando na pele lesada pela picada ou em mucosas integras, infectando tanto
células fagocitdrias quanto ndo fagocitarias. No interior das células do hospedeiro, as
formas tripomastigotas se transformam em formas amastigotas, que conseguem escapar do
vacuolo parasitéfago para o citoplasma das células hospedeiras, onde se inicia um processo
de divisdo bindria. Apds a multiplicacdo, as formas amastigotas transformam-se em formas
tripomastigotas que rompem as células, agora na circulagdo sangiiinea, conseguindo
infectar novas células ou sendo ingeridas por outro inseto vetor, dando continuidade ao

ciclo biolégico do parasito (BRENER, 7/973; GARCIA et al., 1991; DIAS, 2000).



Outros métodos de transmissao da infec¢do pelo parasito também sdo observados,
como a via transfusional, congénita, por transplantes de 6érgaos e acidentes laboratoriais. A
via transfusional € considerada a segunda via mais freqiiente de infec¢do, tendo especial
importancia epidemiolégica, uma vez que pode levar a doenca a dreas sem transmissao
natural (WENDEL, 1997; SCHOFIELD & DIAS, 1999; VINHAES & DIAS, 2000).

A doenca de Chagas € caracterizada por uma fase aguda e uma cronica. A fase
aguda pode ser aparente (casos cldssicos, principalmente detectados entre criancas de baixa
idade) ou inaparente (casos que ocorrem em todas as idades) freqiientemente apresentando
somente um quadro febril passageiro e inespecifico. Nesta fase, que dura cerca de um a
dois meses, hd uma parasitemia considerdvel, provavelmente devido a intensa multiplicagao
do parasito, facilmente detectdvel por exames de sangue a fresco (CERISOLA, 1977). A
queda da parasitemia e da intensidade do processo inflamatério ocorrem em fungdo da
resposta imune efetora do hospedeiro, dando inicio a fase cronica. Nessa fase, os
tripomastigotas sangiiineos sdao detectados apenas por métodos parasitologicos indiretos
como xenodiagnéstico, hemocultura e/ou PCR (MINTER-GOLEDBLOE et al.,1978;
CEDILLOS et al.,1982; BRONFEN et al.,1989; CHIARI et al.,1999; AVILA et al.,1993;
DEGRAVE et al.,1994; JONES, 1993).

Do ponto de vista clinico, os pacientes na fase cronica da infeccdo podem ser
classificados como pertencentes a forma: indeterminada (IND), cardiaca (CARD), digestiva
(DIG) ou cardio-digestiva (CDG) (MENEGHELLI, 2004, DUTRA et al., 2005). A forma
clinica indeterminada é observada na maioria dos pacientes (50-60%) que podem
permanecer assintomadticos por periodos longos e varidveis de tempo. Esses pacientes ndo
apresentam nenhum sintoma ou sinal clinico da infec¢do, com todos os exames clinicos,
radiograficos e eletrocardiograficos normais. Entretanto, a infeccdo pode ser evidenciada
por testes soroldgicos e parasitoldgicos positivos para 7. cruzi (DIAS, 1989). Apds 20 a 30
anos, aproximadamente, 30 a 40% dos individuos infectados podem apresentar alteracdes
eletrocardiogréificas decorrentes da infec¢do chagésica, levando ao surgimento de arritmias
e insuficiéncia cardiaca (BRENER, 1987, MORRIS et al., 1990, ROCHA et al., 2003).
Anualmente, cerca de 2% dos individuos infectados evoluem para as formas mais graves

(MORRIS et al., 1990, ROCHA et al., 2003).



A miocardite chagésica cronica caracteriza-se por um infiltrado de células
mononucleares, destrui¢do de fibras cardiacas no foco inflamatério e comprometimento dos
plexos nervosos, levando ao aparecimento de fibrose no tecido cardiaco (ANDRADE,
1981; 2000). As manifestagdes digestivas sdo representadas pelos “megas”, onde aparecem
alteracdes funcionais importantes. Os “megas” sao dilatagdes permanentes e difusas de
visceras ocas ou de canais, acompanhados ou nao de alongamentos da parede ocorrendo no
esofago e cdlon. Os sintomas principais sdo disfagia, odinofagia, dor retroesternal,
regurgitacdo, pirose, solugo, tosse, sialose (NEVES et al., 1995). Inquéritos realizados em
areas endémicas mostram que a prevaléncia da forma clinica digestiva varia em torno de 6-
9% em individuos acometidos pela doenga de Chagas (DIAS, 1989).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das formas graves da doenca de
Chagas e sua morbidade sdo ainda pouco compreendidos. A andlise de particularidades na
patologia das diferentes formas clinicas sugere que fatores multiplos possam estar
envolvidos no seu estabelecimento.

A escassez de parasitos contraposta a intensidade e extensdo das lesdes, assim como
o prolongado periodo de laténcia que precede essas lesdes t€ém levado diversos autores a
avaliarem o envolvimento de fatores auto-imunes na patogénese da lesdo chagasica. Alguns
autores apontam para a existéncia de reacdo cruzada nos tecidos do hospedeiro a antigenos
do T. cruzi (COSSIO et al., 1974; WOOD et al., 1982; ACOSTA & SANTOS-BUCH,
1985; KIERSZENBAUM, 1986, 1999; VAN VOORHIS & EISEN, 1989; LEVITUS et al,
1991; CUNHA-NETO et al., 1995, 1996; 2000; AL-SABBAGH et al., 1998; LEON &
ENGMAN, 2001). Porém, estudos utilizando-se amplificacio de DNA do 7. cruzi em
lesdes inflamatdrias do tecido cardiaco de pacientes chagdsicos demonstraram a presenca
do parasito ou fragmentos de seu genoma nas lesdes (JONES et al., 1993, OLIVARES-
VRAY et al., 1995; PALOMINO et al., 2000), sugerindo que a presenca do parasito é
importante para a patogénese da doenca. ZHANG & TARLETON (1999) demonstraram
haver uma correlacdo entre a persisténcia do parasito e a lesdo tecidual no musculo. A
eliminacdo do parasito dos tecidos, presumivelmente mediada pela atividade imunoldgica,
correlaciona-se a uma baixa resposta inflamatéria e resolucdo da doenca. Estes autores
sugerem que a persisténcia do parasito seja causa primdria na patologia desenvolvida por

alguns individuos portadores da doenga de Chagas.



Entretanto, outros fatores induzidos pela resposta imune contra os parasitos, t€ém
importancia na patogénese da miocardite chagdsica, como, por exemplo, alteragdes dos
mecanismos de imunorregulacdo. A mobilizacdo do sistema imune € importante na redugao
da carga parasitdria, mas, por outro lado, pode contribuir para o aparecimento das
manifestacdes cronicas observadas em alguns pacientes (VAGO et al., 1996; HIGUCHI et
al., 1997, ANEZ et al., 1999, PALOMINO et al., 2000; TARLETON, 2001; ARAUJO et
al., 2007).

E importante salientar que nenhum dos mecanismos listados acima (auto-imunidade
ou resposta imune contra o parasito) ¢ mutuamente exclusivo. Dentre os fatores que tém
importancia na patogénese da miocardite chagésica, estd a propria resposta imune, quer seja
humoral ou celular, bem como alteracdes nos mecanismos de regulacdo desta resposta. A
mobilizacdo do sistema imune € importante na redu¢do da carga parasitaria, mas, por outro
lado, pode contribuir para o aparecimento das manifestacdes cronicas observadas em alguns
pacientes. Acredita-se que as manifestacdes patoldgicas, tanto na fase aguda quanto na fase
cronica da doenca de Chagas, sejam conseqiiéncia de mecanismos multifatoriais
relacionados tanto ao parasito quanto ao hospedeiro vertebrado, como a variabilidade das
cepas, o tropismo, a antigenicidade e o tamanho do inéculo bem como a faixa etaria, o sexo
e, especialmente, caracteristicas imunolégicas (DIAS, 2000).

Na doenca de Chagas humana, a avaliacio das populagdes celulares in situ
envolvidas na infeccdo tem sido realizada através de estudos tanto ex vivo, quanto na lesao
tecidual cardiaca ou digestiva. A andlise ex vivo de células presentes no sangue periférico
de pacientes na fase cronica demonstraram um grande nimero de células T e B ativadas
circulantes (DUTRA et al., 1994). Um alto percentual das células B CD5" estd presente na
circulagcdo destes pacientes, sugerindo uma relagdo entre estes fendtipos celulares e a
autoimunidade na doeng¢a de Chagas (DUTRA et al., 1994). Vale salientar que esta
populacdo de linfécitos é capaz de produzir antianticorpos e tem sido relacionada a alguns
processos autoimunes no homem (HARDY & HAYAKAWAM, 1986, HARDY et al.,
1994). Em modelo experimental, MINOPRIO ef al (2001) ja haviam sugerido a relagao
entre esta populagdo celular e patologia da doenca de Chagas. Ap6s estimulacdo in vitro
por antigenos do 7. cruzi ou anticorpos anti-epimastigotas (anticorpo anti-idiotipico - Id),

observa-se uma proliferacdo diferenciada de populacdes celulares aos antigenos. Dessa



maneira, a estimulagdo com antigenos do 7. cruzi leva a uma expansdo preferencial de
células T ativadas enquanto anticorpos idiotipicos estimulam preferencialmente células B
CD5" e T CDS8". O fato de antigenos do parasito e anticorpos anti-parasito estarem
presentes no hospedeiro durante a fase cronica da infeccdo, sugere o envolvimento destas
populacdes celulares em mecanismos distintos e provavelmente no desenvolvimento na
patologia chagésica (DUTRA et al., 2000). Em avaliacdo histopatoldgica de cortes de
tecido de cdlon de pacientes infectados pelo 7. cruzi, portadores de megacdlon, observa-se
um alto percentual de células T (CD3") e B (CD20%) (CORBETT et al., 2001, DA
SILVEIRA et al., 2008). Além disso, as células NK e citotoxicas estdo presentes em tecidos
de pacientes com miocardiopatia chagdsica, megaes6fago e megacdlon, o que confirma a
participacdo da resposta imune na perda neuronal que ocorre nesses pacientes, sendo um
mecanismo comum do dano tecidual na patologia por T. cruzi (D’AVILA-REIS et al.,
1993; 2001, DA SILVEIRA et al., 2008). Porém as células T é a principal populacao
encontrada no foco inflamatdrio nesses tecidos, enquanto as células T CD8" sdo as mais
encontradas em bidpsias de tecido cardiaco de pacientes portadores da forma cardiaca da
doenca de Chagas (HIGUCHI er al., 1993; 1997; 2003; 2007, D’AVILA-REIS et al.,
1993). As células T CD4" estdo presentes em niimero bem menor quando comparadas 2s
células T CD8". O niimero de células T CD8" aumenta na presenca rara ou abundante de
antigenos do T. cruzi, enquanto o ndmero de células T CD4" continua inalterado
(HIGUCHI et al., 1997; 2003). Esses achados reforcam a hipétese de que a presenca de
antigenos do parasito possui um importante papel no desenvolvimento da miocardite
chagésica, e que e hd um certo grau de imunossupressao nesta fase da doengca (HIGUCHI et
al., 2003).

As citocinas desempenham papel importante na regulagdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infec¢do quanto nos mecanismos
relacionados a evolucdo da doenca de Chagas. Virios estudos tém demonstrado a
associacdo entre IFN-vy e a resisténcia do hospedeiro a infec¢do experimental pelo 7. cruzi,
uma vez que esta citocina desempenha papel central em induzir a ativacdo dos macréfagos,
aumentando a producdo de O6xido nitrico (NO) e a inibicdo intracelular dos parasitos
(REED,1988; McCABE et al.,1988,1991; NABORS & TARLETON, 1991; TORRICO et
al.,1991; MUNOZ-FERNANDEZ et al.,1992; VESPA et al.,1994; SILVA et al., 1995;



CARDILLO et al.,1996; HOLSCHER et al.,1998; TALVANI et al.,2000; GARCIA at
al.,2000; SOARES et al.,2001; MULLER at al.,2001). Por outro lado, a IL-10 é capaz de
inibir a ativacdo de macréfagos induzida por IFN-v, inibindo tanto a liberagdo de NO
quanto a diferenciacdo de células Thl (REED et al., 1994; ABRAHANSON &
COFFMAN, 1996; SILVA et al., 1992; ABBAS et al., 2000). A miocardiopatia chagdsica
cronica tem sido descrita como uma reacao inflamatdria de hipersensibilidade tardia (DTH)
(ANDRADE, 1983). Linhagens de células T CD4" obtidas do tecido cardiaco tanto de
camundongos quanto de humanos apresentando miocardiopatia chagasica cronica mostram
perfil de citocinas do tipo 1 (CUNHA et al., 1996; RIBEIRO DOS SANTOS et al., 2001;
ABEL et al.,2001). Este perfil € compativel com a doenca de Chagas, uma vez que células
do tipo 1 sdo fortes indutoras de resposta de hipersensibilidade retardada. Neste contexto,
GOMES (2002) estudando o papel da resposta imune no desenvolvimento da patologia na
doenca de Chagas humana, observou que pacientes portadores da forma clinica cardiaca
secretavam niveis elevados de IFN-y enquanto individuos indeterminados secretavam
baixos niveis desta citocina, mas por outro lado, secretavam niveis significativamente mais
elevados de IL-10. Neste trabalho mostrou-se ainda, que a maioria das células produtoras
de IL-10 eram mondcitos, enquanto a principal fonte de IFN-y eram linfécitos T
CD3"CD4", sugerindo uma relagiio entre a producio de IL-10 por mondcitos e mecanismos
protetores, além de uma associagdo entre a producdo de IFN-y por linfécitos TCD3*CD4" e
a morbidade da doenga de Chagas.

A avaliacdo do papel imunorregulador das citocinas na doenca de Chagas humana é
ainda escassa. DUTRA er al. (1996a), utilizando RT-PCR, analisaram os niveis de
expressdo de mRNA para vérias citocinas em PBMC de pacientes portadores da doenca de
Chagas e individuos ndo infectados (NI). A andlise de PBMC antes de estimulacio
antigénica mostrou que os niveis de expressdo de mRNA para IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y
encontravam-se aumentados nos pacientes quando comparados aos dos individuos NI. A
estimulagdo de PBMCs de pacientes por antigenos parasitarios (EPI e TRIPO) mostraram
um aumento na expressdo de mRNA para IFN-y e baixa para IL-10. O inverso foi
observado apds estimulacdo por anticorpos anti-epimastigota. Estes achados sugerem que a

presenca simultanea de resposta a estimulos antigénicos assim como aquelas mediadas por



anticorpos durante a fase cronica da doenca de Chagas poderiam explicar a existéncia de
reatividade inflamatdria e anti-inflamatdria detectada na maioria dos pacientes.

Em estudo realizado por SAMUDIO et al. (1998a) foram demonstrados padrdes
distintos de expressdo de citocinas por PBMC de pacientes portadores da doenca de
Chagas, que variaram de acordo com a endemicidade da infec¢do por regido estudada e
com o acometimento cardiaco. Na maioria dos individuos com eletrocardiograma (ECQG)
alterado e proveniente de dreas de alta endemicidade, o padrdo de citocinas do tipo Th2 foi
dominante, enquanto em grupo semelhante vindo de zonas de baixa endemicidade
observou-se como padrao dominante a resposta imune do tipo Thl. Em individuos com
ECG normal, aqueles origindrios de zonas de alta endemicidade, observou-se um padrdo do
tipo ThO, em oposicao ao grupo de areas de baixa endemicidade, onde foi encontrada uma
resposta do tipo 1. Independentemente do perfil eletrocardiografico e da endemicidade, a
maioria dos pacientes apresentava expressao de mRNA para IL-2 diminuida, enquanto a
expressao de mRNA para IL-10 encontrava-se consistentemente elevada, levando os
autores a acreditar que a forma cronica da doenga humana estaria associada a uma produgdao
aumentada de citocinas do tipo Th2 em resposta ao parasito, que poderia, inclusive, estar
regulando negativamente a produgao de IL-2. Estudando criancas infectadas na fase aguda
ou em fase inicial da forma clinica IND da doen¢a de Chagas, SAMUDIO et al. (1998b)
observaram um padrdo do tipo Thl (IFN-y) predominante no primeiro grupo, enquanto o
segundo apresentava um padrido de secrec¢do de citocina do tipo ThO ou Th1/Th2 (IL-4 e
IFN-y). Segundo os autores, esta inducao seletiva de resposta do tipo ThO com o decorrer
da infeccdo seria importante para o desenvolvimento da resposta imune celular e humoral
que diminuiria a carga parasitéria, contribuindo assim para uma menor morbidade na fase
cronica tardia.

BAHIA-OLIVEIRA et al. (1998) levantaram a possibilidade de um papel duplo
para o IFN-y no desenvolvimento da doenca de Chagas humana. Trabalhando com PBMCs
obtidas de grupos distintos de pacientes - tratados e ndo tratados durante a fase aguda - os
autores relataram niveis significativamente elevados desta citocina em pacientes
considerados curados quando comparados a pacientes tratados ndo curados.
Paradoxalmente, no grupo ndo tratado, composto por pacientes portadores da forma cronica

da doenca, IFN-y esteve mais elevado em pacientes cardiacos do que pacientes



assintomdticos. Baseados nestes dados, os autores sugerem que esta citocina poderia,
portanto, estar envolvida tanto na protecdo quanto no desenvolvimento da patogénese
chagésica. Estes autores sugeriram ainda que o papel do IFN-y na eliminacdo do parasito,
em conjunto com a quimioterapia especifica levaria a cura parasitolégica dos pacientes
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000) enquanto nas formas mais graves esta citocina estaria
envolvida na inducdo de resposta inflamatéria (GOMES et al., 2003). Interessantemente,
camundongos com parasitismo reduzido e inflamacdo exacerbada demonstraram uma clara
dissociag¢do entre o parasitismo e inflamagao, sugerindo a existéncia de um fino balango
entre o controle do parasitismo e a intensificacdo da inflamagdo cardiaca e a resposta do
tipo Thl durante o curso da infeccdo pelo T. cruzi (SOARES et al., 2001). ABEL et al.
(2001) mostraram que pacientes cardiacos e assintomadticos secretam niveis diferentes de
IFN-y ao estimulo induzido pelo 7. cruzi. Estudos realizados em nosso laboratério
demonstraram que pacientes apresentando a forma clinica CARD apresentam variacgoes
significativas nos niveis de secrecdo de IFN-y e IL-10 e que estes niveis estdao diretamente
correlacionados ao desenvolvimento das formas mais graves da doenca de Chagas.
Mostrou-se ainda, que pacientes CARD e IND secretam niveis distintos de IFN-y ao
estimulo induzido pelo 7. cruzi, sugerindo que um perfil do Tipo 1 possa ter papel no
desenvolvimento da cardiopatia. Em 2003, observamos que a razdo entre as citocinas IFN-
v/IL-10 aumenta nos pacientes CARD quando comparados aos IND, entretanto a razdo
IFN-y/IL-10 nos pacientes IND era maior que nos CARD (GOMES et al.).
Interessantemente, quando reavaliamos a producdo destas mesmas citocinas apds dois anos
de estudo verificamos que os pacientes IND que evoluiram para a forma clinica CARD
apresentavam uma diminuicio ou inversdo significativa da razdo IL-10/IFN-y (GOMES et
al., 2005).

As reagdes inflamatorias, observadas tanto durante a fase aguda quanto crénica da
infeccdo, parecem ter papel importante na patogénese da doenca. Nos tecidos afetados,
ocorre producio local de varios mediadores imunoldgicos, causando uma intensa migragao
dos leucdcitos durante a interacdo entre o parasito e as células do hospedeiro
(CHANDRASEKAR et al., 1998). A migracdo linfocitdria consiste no movimento de
linfécitos da corrente sangiiinea para os tecidos periféricos e a recirculagdo linfocitéria € o

movimento continuo dos linfécitos na corrente sanguinea e nos vasos linfaticos, entre os



linfonodos ou o baco e, se ativados, para sitios inflamatérios periféricos. O trafico
linfocitario entre o sangue e os tecidos € fundamental para o processo de resposta imune
(EBERT et al., 2005). A recirculacao linfocitaria desempenha um papel critico na resposta
imunoldgica adaptativa. Em primeiro lugar, permite que um nimero limitado de linfécitos
especificos para determinado antigeno tenha maior probabilidade de entrar em contato com
mesmo antigeno em outras regides do corpo. Em segundo lugar, permite que determinados
tipos de linfécitos sejam levados a micro-ambientes teciduais onde sejam necessarios para a
resposta imunoldgica adaptativa (MACKAY et al., 1991, BUTCHER & PICKER, 1996).
Por exemplo, as vias de recirculagdo de linfdcitos inativos diferem das vias dos linfocitos
efetores e de memoria e essas diferencas sdo fundamentais para a forma como a resposta
imunolédgica se desenvolve. Em geral, os linfécitos inativos recirculam entre Orgaos
linféides periféricos e os linfécitos efetores migram para os tecidos periféricos locais de
infeccdo e inflama¢do (GOWANS & KNIGHT, 1964, STAMPER & WOODRUFF, 1976,
DUTTON et al., 1998).

A migracao dos linfocitos para determinados tecidos sdo mediadas por moléculas de
adesdo nos linfocitos, células endoteliais e matriz extracelular. A adesdo dos linfécitos as
células endoteliais que recobrem as vénulas pds-capilares em certos tecidos determina os
tecidos em que os linfécitos entrardo. As moléculas de adesdo expressas nos linfécitos
responsaveis por esse processo sdo as selectinas, as integrinas e moléculas da superfamilia
das imunoglobulinas (Ig) (KRAAL et al., 1997, VON ADRIAN & MACKAY, 2000). O
unico papel do reconhecimento de antigenos na recirculacdo dos linfécitos deve ser o de
aumentar a afinidade das integrinas linfocitdrias por seus ligantes, levando a retengdo das
células que encontram seus antigenos no local anatdomico onde ele estéd presente (SALMI &
JALKANEN, 1997). Entretanto, um perfil de intensa migracao linfocitdria induzido por
presenca de antigenos de parasitos pode levar a um desenvolvimento da inflamacdo.
HIGUCHI et al. (1997), avaliando bidpsias e necropsias de tecido cardiaco, observaram
que pacientes infectados pelo 7. cruzi, portadores da forma cardiaca apresentavam maior
percentual de células T CD8" e de antigenos do parasito, associando a presenca de
antigenos do parasito e o desenvolvimento da miocardiopatia chagésica.

As células T inativas migram e recirculam preferencialmente em 6rgaos linféides

periféricos, onde reconhecem e respondem aos antigenos estranhos. A migracao das células



T inativas da circulacdo para o estroma do linfonodo envolve uma seqiiéncia de interacdes
de varias etapas entre os linfocitos e as células endoteliais nas vénulas especializadas do
endotélio (HEV). Essa seqiiéncia, que é semelhante a migracdo dos leucdcitos para os
tecidos periféricos, inclui inicialmente interacoes de baixa afinidade mediadas pelas
selectinas, seguidas pelas quimiocinas estimulando a afinidade das células T com as
integrinas, que por sua vez medeiam a forte adesdo da célula T ao HEV. Os linfécitos
inativos expressam em sua superficie um receptor que pertence a familia das selectinas, que
é chamado de L-selectina (CD62L). As selectinas constituem uma familia de moléculas de
adesdo de leucdécitos e de células endoteliais, que reagem com moléculas de acticar em
glicoproteinas especificas com caracteristicas mucina-semelhantes. Particularmente, a
CD62L é uma molécula de adesao, encontrada em linfécitos. Esta molécula se une a CD34
e GlyCAM-1 nas vénulas endoteliais altas, iniciando a migracdo de linfocitos virgens para
o tecido linféide (SWAIN et al., 1996, KUNKEL et al., 1998, SALMI et al., 1998).
Portanto, células circulantes que expressam niveis elevados de CD62L e interagem com
essas moléculas de adesdo, favorecendo o seu recrutamento para O6rgdos linféides
secundérios (SLO’s) (BRADLEY et al., 1994). Células T de murinos que passam pela
ativacdo nos SLO’s e deixam de expressar CD62L e expressam LFA-1 demonstram que
células a maioria das células T CD4" e CD8" em infiltrados inflamatdrios ndo expressam ou
expressam pouco CD62L, indicando uma predominancia de células ativadas no tecido
cardiaco de animais infectados por 7. cruzi (DOS SANTOS et al., 2001).

Ap6s a interagdo da molécula de adesdo CD62L na célula com o endotélio, hd a
expressdo dos receptores de quimiocinas, que tem sido descrita na modulagdo dos
fendmenos que levam ao acimulo de populacdes especificas de leucdcitos em processos
inflamatérios agudos e cronicos em uma série de doengas, principalmente na transdugdo de
sinais estimulando a migracdo dos leucdcitos. Receptores de quimiocinas compreendem
uma vasta familia de proteinas que possuem sete dominios transmembranicos unidos a uma
proteina G que apresentam atividade claramente definida em leucdcitos, onde teriam
importancia no desenvolvimento, diferenciacdo, distribui¢do anatdmica, trafego e fungao
efetora das células. Dessa forma, a imunidade adaptativa eficiente necessita de encontro de
antigenos exdgenos e raras células antigeno-especificas em microambientes especificos

dentro de SLO’s (ITANO & JENKINS, 2003). Os antigenos sdo, classicamente, levados da



periferia pelas APC’s até os 6rgaos linféides secundérios. As células do ramo adaptativo do
sistema imune, particularmente células T virgens, continuam a recircular via sangue total
para os SLO’s, a ndo ser que encontrem seus respectivos antigenos (VON ADRIAN &
MEMPEL, 2003). O reconhecimento do antigeno por um receptor de células T no
complexo MHC em células T, e com apropriada co-estimulacdo induz profundas mudancgas
no comportamento da célula T, com significativa inicia¢do da resposta imune adaptativa.

De acordo com o corrente paradigma, os dois cursos migratérios distintos das
células apresentadoras de antigenos (APC’s) e células T, com convergéncia em zonas de
SLO’s de células T, sdo determinadas pelo receptor de quimiocina CCR7 (SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2006). CCR7 é altamente expresso por células dendriticas maduras,
assim como por células T virgens e de memoria central (SALLUSTO et al., 1999), onde
dois ligantes de quimiocina CCL19 e CCL21 sdo produzidos constitutivamente em 6rgaos
linféides e vasos linfaticos. O importante papel de CCR7 no rolamento e posicionamento
de células T virgens, células dendriticas nos SLO’s e o efeito resultante da resposta imune
sdo ilustrados por uma profunda ruptura na arquitetura celular nos SLO’s em camundongos
deficientes para o gene de CCR7 KO (CCR7 Knock-out) (SCHNEIDER et al., 2007).
Conseqiientemente, esses animais demonstraram ter a sua capacidade reduzida de montar
resposta imune primdria (FORSTER er al., 1999). No entanto, estudos recentes indicam
que CCR7 € indispensdvel para um impertubado desenvolvimento das células T timicas e
selecao negativa das células T auto-reativas (YIN et al., 2007, KUROBE et al., 2006).
Portanto, a avaliagdo da funcdo de receptores de quimiocinas tem contribuido para um
melhor entendimento dos aspectos imunoldgicos importantes nas doengas infecciosas,
doencas inflamatdrias e infec¢des virais (MURPHY et al., 2000). ATO et al. (2003),
avaliando camundongos infectados por Leishmania donovani, demonstraram que aqueles
que apresentavam defici€éncia na expressdo de CCR7 desenvolviam perfil de inflamacao,
contribuindo para o desenvolvimento da leishmaniose visceral.

A expressdo dos receptores de quimiocinas em diferentes subpopulacdes de
leucécitos € altamente relevante para avaliagdo de sua ac¢do na diferenciacdo ou ativagao
célular. Células T auxiliares dos tipos Thl e Th2 expressam receptores distintos de
quimiocinas e migram, diferencialmente, em resposta as vdrias quimiocinas. Alguns

estudos tém demonstrado ainda que citocinas como IL-10 e IFN-y podem regular a



expressdo de alguns receptores de quimiocinas na superficie de células T e mondcitos
(BONECCHI et al., 1998; SALLUSTO et al., 1999; GALLI et al., 2000). Alguns
receptores de quimiocinas parecem ter um papel duplo na infec¢do pelo 7. cruzi. Na doenca
de Chagas experimental, alguns trabalhos demonstram o importante papel da expressao de
CCRS em linfécitos, auxiliando na redugdo da replicagdo do parasito, que estd associado a
uma significativa reducdo da migracdo de células T, indicando que CCRS ¢ crucial para a
migracdo de linfécitos para o tecido cardiaco de camundongos infectados (MACHADO et
al., 2005, HARDISON et al., 2006). Porém GOMES et al. (2005) demonstraram que
pacientes da forma CARD apresentam maior expressdo de CCRS, associando com a
morbidade da doencga. Outros receptores sdao descritos na literatura, como CCR2 impedindo
o parasitismo tecidual do coracdo na fase aguda (HARDISON et al., 2006) enquanto a
molécula CXCR3 estd relacionada ao desenvolvimento da miocardiopatia chagésica e
CCR3 relacionada a protecao (GOMES et al., 2005).

O trafico de linfécitos parece ocorrer em diferentes vias e os respectivos caminhos
que uma unica célula T utiliza para migracdo dependem do status de maturagdo e ativagao.
As células T CD4" e CD8", CD45RA" e CD45RA", humanas apresentam diferentes vias
recirculatérias dependendo do compartimento do organismo (MACKAY et al, 1991;
PICKER et al., 1992). O antigeno comum de leucdcito CD45, uma tirosina fosfatase
transmembrana, estd diretamente envolvido na ativacdo e adesdo de linfécito expresso em
diferentes isoformas, através do splicing do mRNA entre os éxons 4, 5 e 6 em humanos,
sendo diretamente envolvida na ativacdo e adesdo de linfécitos (PITZALIS et al., 1988;
KORETZKY, 1993); WAGNER et al., 1993, Thomas, 1989). CD45 € conhecido por
possuir multiplas isoformas de dominio extracelular Alta expressdo (“high”) de CD45
inclui os éxons A, B e C, sendo que A se refere a CD45RA; a isoforma de reduzida
expressao (“low”) que perdem os éxons A, B e C se referem a CD45RO (JANEWAY,
1992, STAHLS et al., 1998). Linfécitos expressando a isoforma CD45RA em altos niveis
sdo consideradas principalmente como células ndo primadas e aquelas que expressao
elevada da isoforma CD45RO sdo consideradas células primadas. Andlise de células T
CD8" em sangue periférico humano por citometria de fluxo utilizando anticorpos
monoclonais que reconhecem tanto a isoforma high quanto a low demonstra populacdes de

células que sdo CD45RA™" outras que sdo CD45ROME", ¢ células intermedidrias que co-



expressam CD45RA e CD45RO (PRINCE et al., 1992, ZOLA et al., 1992). Pela regulacao
da extensdo da fosforilagdo das moléculas de sinalizacao na superficie celular, as diferentes
isoformas de CD45 parecem regular a resposta das células T a diversos estimulos. As
células T CD8'CD45RO™E" apresentaram melhor resposta proliferativa 2 estimulacdo por
anti-CD3 comparado a células T CD8'CD45RA™" (DE JONG et al., 1991). Linfécitos
CD4" expressando a isoforma CD45RA em altos niveis sdo considerados principalmente
como células ndo-primadas (BELL & SPARSHOTT, 1990). Estudos in vivo sugerem que o
fenétipo CD4* CD45RO™E" migram predominantemente para tecidos ndo-linféides, como
pele ou na superficie epitelial do pulmao (MACKAY et al., 1990, SALTINI et al., 1990).
Em contraste, linfécitos ndo-primados CD4*CD45RA™E" preferencialmente recirculam do
sangue para orgaos linfoides secundarios, como linfonodos periféricos (MACKAY et al.,
1990; 1992). Na doenca de Chagas, estudos avaliando essas populagdes mostram que
pacientes portadores da fase cronica apresentam menor percentual de células T virgens
quando comparados a individuos ndo infectados (DUTRA et al., 1994, GRISOTTO et al.,
2001).

Em humanos, células T CD8" tém sido descritas por ter grande capacidade de
responder a antigenos ja conhecidos, principalmente aqueles que residem junto a populacdo
de células T CD45RO* (MERKENSCHLAGER & BEVERLY, 1989). Por esse motivo tem
sido proposto que células T CD8*CD45RAM constituem o conjunto de células T virgens e
que as células T de memodria expressam CD45R0O, assim como foi proposto para as células
T CD4" (DUTTON et al., 1998). Entretanto, hd evidéncias que sugerem que para células T
CD8", ha diferentes caracteristicas de ativacdo e secrecdo de citocinas dentro das
populacdes CD45RA e CD45RO (DE JONG et al, 1991; INOUE et al., 1993). Em PBMC
de adultos, hd uma subpopulacio de células T CD45RA™E" que expressam altos niveis de
CDl11la (molécula envolvida na adesdo célula-célula); o nuimero de células nessa
subpopulagdo cresce com a idade, aumentando a possibilidade dessas células CD45RAMe
serem primadas (OKUMURA et al., 1993). Evidéncias indiretas de estudos em humanos da
alteracdo de populacdes de células T in vivo sugerem que células T CD45RO™" podem
reverter para CD45RA™E" (MICHIE et al., 1992, FUJII et al., 1992), porém estes estudos
ndo avaliaram células T antigeno-especificas. Na doenca de Chagas experimental,

MARTIN & TARLETON (2005) avaliando populag¢do de células T CD8" no baco em



N

resposta a infec¢do, demonstraram que camundongos infectados apresentavam maior
percentual dessas células de memdria. Contudo, essas células ndo mostravam sinais de
ativacdo recente, somente uma minoria dessa populacdo expressa as moléculas CD25 e
CD69. Portanto, camundongos cronicamente infectados apresentavam maior nimero de
células T CD8* de memoria, porém nio ativadas.

Em contraste a células T virgens, a maioria das células efetoras/memdoria migra para
tecidos periféricos (MACKAY et al., 1990). Esta migracdo medeia uma rdpida resposta
protetora e € controlada pela expressao de diferentes conjuntos de integrinas e receptores de
quimiocinas (BUTCHER & PICKER, 1998, BAGGIOLINI, 1998). Contudo, algumas
células T de memoria migram para linfonodos para montar uma resposta secunddria
proliferativa. Nos tltimos oito anos tem aumentado o reconhecimento que as células T de
memoria sdo heterogé€neas, tanto na capacidade de migracdo quanto em funcdo efetora.
Essa heterogeneidade € refletida na corrente defini¢cdo de células T de memoria central
(Tcm) e memoria efetora (Tgv) (SALLUSTO et al., 2004). Como as células T virgens e de
memoria sdo identificadas pela expressdo das isoformas CD45RA e CD45RO,
respectivamente, e sendo a molécula CCR7 essencial para a migracao de linfocito para
linfonodos, a co-expressao dessas moléculas pode identificar subpopulacdes de memoria
das células T CD4" e CDS8". As células Tcy sdo caracterizadas pelo fenétipo CD45RA
CCR7" ou CD45RO*CCR7", e as células Tgy sdo CD45RA'CCR7 ou CD45RO'CCR7
(SALLUSTO et al., 1999). Em modelo experimental, MARTIN & TARLETON (2005)
observaram que camundongos infectados pelo 7. cruzi apresentaram tanto o perfil Tem
quanto Tgy, porém nao ha distincdo de forma clinica dos animais avaliados. Ainda em
camundongos infectados por 7. cruzi, BUSTAMANTE et al. (2008) mostraram que apds
tratamento, esses animais apresentavam conversio das células T CD8" de Tgy para Tew,
gerando uma resposta protetora.

Acreditamos, portanto, que no contexto da linha de estudo que desenvolvemos em
nosso laboratorio, da anélise dos mecanismos de morbidade e controle da resposta imune na
doenca de Chagas, as células T CD4" e CD8" podem exercer papel importante para o
desenvolvimento da patologia ou regulacdo da evolugao.

Apesar do grande nimero de trabalhos sobre a doenca de Chagas, ainda existem

controvérsias sobre a participa¢do de fendmenos auto-imunes em sua patogénese, tornando



a infeccd@o pelo 7. cruzi um interessante modelo de estudo sobre a recirculagdo das células
T. O presente estudo permitiu contribuir com a produgdo de conhecimentos relevantes
sobre 0 mecanismo de ativacdo, adesdo, migracdo e regulacio das células T CD4" e CD8"

na doenga de Chagas.




OBJETIVOS



1- Objetivo Geral:

Avaliar o perfil de migracdo e ativagdo de linfécitos T CD4" ¢ CD8" e produgio de
citocinas em sangue periférico, apds estimulo por antigenos do 7. cruzi e estabelecer

possivel relacdo com o desenvolvimento das formas clinicas da doenca.

2- Objetivos Especificos:

a) Avaliar a expressido da L-selectina CD62L em células T CD4" e CD8" do sangue

periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas, antes e apds estimulo antigénico;

b) Avaliar a expressdo do receptor de quimiocina CCR7 em células T CD4" e CD8"
do sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas, antes e apds estimulo

antigénico;

c) Avaliar a expressdo das moléculas co-estimulatérias CD45RA e CD45RO em
células T CD4" e CD8" do sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas

antes e apds estimulo antigénico;

d) Avaliar a co-expressio das moléculas co-estimulatérias e de migracao
CD45RA/CCR7 e CD45RO/CCR7 nas células T CD4" e CD8* no sangue periférico de

pacientes portadores da doenca de Chagas antes e apds estimulo antigénico;

e) Avaliar a expressao de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10) por células T
CD4" e CDS8" expressando as moléculas CD45RA e CD45RO, do sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas apds cultura na auséncia e presenca de estimulo

antigénico.



POPULACAO ESTUDADA, MATERIAL E
METODOS



1- Populacao Estudada

A populacdo estudada neste trabalho constou de 23 pacientes portadores da fase cronica
da doencga de Chagas e 11 individuos ndo-infectados, com a idade variando entre 29-73
anos (TABELA 1). Estes pacientes foram provenientes do Ambulatério de referéncia em
doenca de Chagas do Centro de Treinamento e Referéncia em Doengas Infecciosas e
Parasitarias (CTR-DIP) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade Federal de Minas Gerais.

TABELA 1: Caracteristicas da populacao estudada

Forma Clinica Sigla Total de Sexo M/F Idade
individuos
Nao Infectados NI 11 5/6 29-61
Indeterminada IND 9 6/3 30-68
Cardiaca CARD 14 10/4 29-73
34 21/13

Apoés a avaliacdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, foram selecionados
pacientes de acordo com os seguintes critérios: diagndstico sorolégico de doenga de
Chagas, caracterizado pela presenca de pelo menos duas reacdes soroldgicas positivas
dentre as trés técnicas empregadas (RIFI, ELISA e HAI); idade compreendida entre 15 e 75
anos; assentimento voluntdrio de participacdo na pesquisa.

Os pacientes que preencheram os critérios de inclusao foram divididos nos seguintes
grupos:

Grupo 1: Constituido por pacientes portadores da forma clinica indeterminada. Os
critérios utilizados para definicdo destes pacientes foram: positividade soroldgica e/ ou
parasitologica para doenca de Chagas; auséncia de sintomas e/ ou sinais da moléstia;
eletrocardiograma convencional normal; estudos radiolégicos do coragdo, esdfago e colon
normais.

Grupo 2: Constituido por pacientes portadores da forma clinica cardiaca grau V,
caracterizada por cardiomegalia com ou sem sinais de insuficiéncia cardiaca; presenca de

alteracdes eletrocardiogréaficas compativeis com associacdao do bloqueio completo do ramo



direito e hemibloqueio anterior esquerdo; niveis de tensdo arterial dentro de faixa (sistélica
< 160 mmHg e diastdlica < 90mmHg);

Grupo 3: Constituido por individuos ndo-infectados, definidos por apresentarem no
minimo dois resultados negativos, além de auséncia de indicios clinicos e epidemiolégicos
do diagnéstico de doenga de Chagas, auséncia de evidéncias clinicas e complementares de
acometimento cardiaco ndo relacionado a doenca de Chagas, e auséncia de condic¢des

clinicas que possam alterar a funcdo cardiocirculatéria; conclusdo dos exames propostos.

Critérios de exclusao:

Foram excluidos deste estudo os pacientes que ndo preencheram os critérios de
inclusdo definidos, acima, e os que apresentaram:
* Hipertensdo arterial sistémica (HAS). Definida operacionalmente como: pressio arterial
medida durante o exame fisico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou; pressio
arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma
oportunidade, associado a: 1)histéria de hipertensdo arterial sistémica, ou; 2) quarta bulha
ao exame fisico, ou; 3) provavel sobrecarga ventricular esquerda ao eletrocardiograma
(ECG) pelo critério de Romhilt-Estes, ou; 4) evidéncias de dilatagdo adrtica a radiografia de
torax;
* Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;
* Diabetes mellitus ou tolerancia reduzida a glicose, conforme anamnese, dosagem de
glicemia em jejum e se necessdrio, prova de tolerancia oral a glicose, (NATIONAL
DIABETES DATA GROUP, 1979);
* Episédio prévio sugestivo de doenga reumatica aguda;
* Doenga pulmonar obstrutiva cronica, evidenciada pela histéria clinica, exame fisico, ECG
e alteracoes radioldgicas sugestivas;
* Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média
diaria acima de 60 g de etanol);
* Evidéncias clinicas, eletrocardiogrificas e/ou ergométricas de cardiopatia isquémica;
* Qutras cardiopatias;

* Gravidez, definida por critérios laboratoriais;



* Qualquer outra doenga sistémica significativa cronica ou aguda que pudesse interferer
nos resultados dos método propostos;

* Anemia significativa, definida arbitrariamente com hemoglobina menos que 10 g/dL;

* Distdrbios hidroeletroliticos, especificamente, niveis séricos anormais de potdssio e
sodio;

* Uso de corticéides e/ou imunossupressores;

* Insuficiéncia renal, definida pelo aumento dos niveis de creatinina e uréia plasmaticas,
associadas ou ndo as manifestacdes classicas de uremia.

Os pacientes avaliados neste estudo foram voluntdrios e assinaram o Termo de
Consentimento. Todas as ddvidas referentes a pesquisa foram esclarecidas, inclusive quanto
a doacdo de sangue. Este projeto foi aprovado pelos Comités de Etica:

e COEP do CPgRR- 14/2006
¢ CEP da Santa Casa de Misericérdia de BH/MG- 068/2007

2- Obtencao do antigeno solivel da forma epimastigota de 7. cruzi (EPI)

As formas epimastigotas do parasito foram cultivadas e mantidas em meio LIT. As
formas epimastigotas da cepa CL foram lavados trés vezes em solucdo salina (PBS 0,15 M
pH=7.,4) por centrifugacdo e a massa imida congelada e degelada trés vezes. Completou-se
a ruptura total dos parasitos por homogeneizacdo em tubos (Potter Elvejen) a 40.000g 5
vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo.
Subsegiientemente, as suspensdes foram centrifugadas a 40.000g durante 60 minutos a 4°C
contra PBS. O fluido sobrenadante limpido foi coletado, dialisado em PBS por 48 horas a
4°C, esterilizado por filtragdo em filtro Millipore 0,22 pm. Apés a dosagem de proteinas
utilizando o método de Lowry, o material foi mantido em pequenas aliquotas (1 mL) a

-70°C até o uso.

3- Analise do fenétipo celular dos linfécitos T CD4* e CD8" do sangue periférico
Os ensaios ex vivo de imunofenotipagem dos linfécitos T CD4" e CD8" do sangue
periférico foram realizados seguindo o protocolo descrito a seguir:
Aliquotas de 50 pL. das amostras de células sanguineas coletadas a vicuo em tubos

de 5 mL contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer- BD, E.U.A) foram transferidos para



tubos de poliestireno 5 mL (Falcon, Becton Dickinson- BD, E.U.A) e incubadas com
anticorpos monoclonais de superficie marcados com ficoeritrina (PE), com isoticionato de
fluoresceina (FITC), aloficocianina (APC) e ficoeritrina associado ao cycromo 5 (PE-Cy5).
Os anticorpos utilizados neste trabalho estdao descritos na TABELA 2 (BD Biosciences,
USA). As células e anticorpos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. Posteriormente, as amostras de células foram lisadas e fixadas em 2 mL de
solucdo de lise comercial (FLS- BD, E.U.A), por 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionada as amostras 1 mL de PBS-W (PBS pH 7.4 contendo 0.5% BSA e
0.1% de azida sédica) e estas foram centrifugadas a 400g por 10 minutos a 18°C
(Centrifuga Beckman Modelo j-6b, E.U.A). O sobrenadante foi descartado e as amostras
lavadas com 2 mL de PBS-W. Em seguida, as amostras foram fixadas com 300 pL de
solucdo fixadora- MFF (10 g/L de paraformaldeido, 1% de cacodilato de sédio, 6,67 g/L de
cloreto de sédio, pH 7.2- reagentes SIGMA, E.U.A). Apés um periodo adicional de 15
minutos a 4°C, a anélise dos pardmetros fenotipicos foi determinada com o auxilio de um

citdmetro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A).

4- Andlise de marcadores de superficie e citocinas intracitoplasmaticas em
linfécitos T CD4" e CD8*

As células sanguineas dos pacientes que participaram deste estudo foram coletadas
em tubo Vacutainer estéril contendo heparina. Aliquotas de 1 mL de sangue foram
adicionadas em tubos de polipropileno de 12 mL (Falcon, E.U.A). E importante salientar
que esse procedimento foi realizado em duplicata. As células do sangue periférico foram
incubadas na presenga de meio de cultura CMBlast (RPMI-1640 suplementado com 1,6%
de L-glutamina, 3% de Antibidtico/Antimicético e 5% de NHS GIBCO, E.U.A) apenas
recebendo a denominagdo de cultura controle, ou na presenga de antigenos soluveis da
forma epimastigota (EPI) do T. cruzi, apresentando concentragdo final de 25 pg/mL,
recebendo a denominacdo de cultura com estimulo especifico (EPI). Os tubos foram
previamente incubados durante 18 horas em estufa com 5% CO, a 37°C (Forma Scientific,
E.U.A). Em seguida, foram adicionados a todos os tubos 20 pL de Brefeldina A (SIGMA,
E.U.A), na concentracdao estoque de 1 mg/mL (concentragdo final de 10 pug/mL). As

amostras foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condicdes acima. A



utilizacdo da Brefeldina assegura a reten¢@o da citocina no interior da células, uma vez que
essa substincia mantém a citocina no complexo de Golgi. Apds a incubagdo, 220 pL de
EDTA (SIGMA, E.U.A) a 20 mM, diluida 1/10 (concentracdo final de 2 mM) foram
adicionados diretamente as culturas. Os tubos contendo as amostras foram incubados por
15 minutos em estufa com 5% CO, a 37°C. Esse procedimento bloqueia o processo de
ativacdo posterior das células e garante a obtencdo de resultados padronizados e
comparaveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de sangue 3 mL de PBS-W e
estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18°C. O sobrenadante foi aspirado
deixando um volume final de 3 mL. Foram transferidos 200 pL deste sangue para tubos de
poliestireno de 5 mL (Falcon, E.U.A) previamente identificados e com os anticorpos
correspondentes, como mostrado na TABELA 2 e em seguida, incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas e fixadas em 2 mL de
solucdo de lise comercial (FLS- BD, E.U.A) por 10 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. As células foram lavadas com 1 mL de PBS-W e centrifugadas a 400g, por
10 minutos a 18°C. O conteuddo foi vertido e 300 pL de solugdo fixadora- MFF adicionados
aos tubos.

Para a detec¢ao de citocinas intracitoplasmaticas, foram acrescentados aos tubos 2,5
mL de PBS-P (PBS, pH 7.4, contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sédica e 0,5% de
saponina) por 10 minutos a temperatura ambiente, seguidos da adicdo de 20 pL de
anticorpos anti-citocina marcados com PE, diluidos 1:50 em PBS-P aos respectivos tubos, e
posteriormente incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Apés a
incubacdo, as células foram primeiramente lavadas com 1 mL de PBS-P e em seguida, com
1 mL de PBS-W. No final, foram adicionado 300 pL de solucdo fixadora- MFF. As
amostras contendo a suspensdo celular foram utilizadas para aquisicdo de dados em

citdmetro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A). Foram analisados 100.000 eventos totais.



Quadro 1- Relacio dos anticorpos usados para caracterizacio das células T CD4" e

CDS8"

Nome Clone Concentracao Funcao

CD4 - FITC RPA-T4 0,5 ng Identificacdo de linfocitos T
auxiliares; liga-se a MHC-IL.

CD8 - FITC RPA-T8 0,5 ng Identificacdo de linfécitos T
citotoxicos; liga-se a MHC-L.

CCR7 - PE 3D12 0,5 ng Controla a migracdo de
linfécitos para foco
inflamatorio.

CD45RA - APC  HII100 0,5 ng Medeia a ativagdo do TCR e

BCR, expresso em células T
virgens.

CD45RO -APC  UCHLI1 0,5 ng Medeia a ativacdo do TCR e
BCR, expresso em células T
de memoria.

CD62L - PE-Cy5 Dreg 56 0,5 ng Medeia trafego de linfécitos e
rolamento de leucdcitos para
sitios inflamatdrios.

IFN-y - PE B-27 0,5 nug Ativa macréfagos e exerce
funcdes criticas na imunidade
inata e adquirida.

IL-10 - PE JES3-9D7 0,5 pg Inibidor de  macréfagos

ativados.




5- Obtencao e analise dos dados no citometro de fluxo
O citdbmetro de fluxo (FACSCalibur- BD, E.U.A) utilizado neste trabalho ¢é
equipado com laser de argdnio e laser diodo, que permite a avaliagdo bdasica de 6
parametros: dispersdo frontal, referente ao tamanho celular (FSC) e dispersao lateral
referente a granulosidade celular (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do
tipo 2 (FL2), fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4). FL1, FL2, FL.3
e FL4 correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitagdo de FITC,
PE, PE-Cy5 e APC. A identificacdo de populagdes celulares de interesse, bem como a
determinac¢@o do valor percentual destas populacdes e sub-populacdes, foram feitas através
de um sistema de computador e o software “Cell Quest” (BS, USA), acoplado ao citometro.
A andlise das células T foi feita obedecendo cada um dos objetivos especificos, da
seguinte forma:
a. CD62L
Primeiramente foi selecionada a populagdo de linfécitos totais, denominada
R1, baseada em gréficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, graficos de FLL1 (CD4 ou CDS8
FITC) versus FL3 (CD62 PE-Cy5) foram construidos para identificar a
segregacio da populacdes CD4 e CD8 em 3 subpopulacdes cada: CD4"CD62L
(R2), CD4*CD62L"°Y (R3) CD4*'CD62L"" (R4), e CDS8'CD62L (R2);
CD8*CD62L"°Y (R3) e CD8*CD62L"" (R4) (Figuras 1B e 1C).
A combinacdo das regides R1 e R2, R3, R4 foi feita através da férmula
G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a

intersecdo dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2.

b. CCR7

Primeiramente foi selecionada a populagdo de linfécitos totais, denominada
R1, baseada em gréficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, graficos de FLL1 (CD4 ou CDS8
FITC) versus FL2 (CCR7 PE) foram construidos para identificar a segregacdo
da populacdes CD4 e CD8 em 3 subpopulacdes cada:;, CD4"CCR7(R2),



CD4*CCR7*(R3+R4); CD8*CCR7 (R2), CD8'CCR7" (R3+R4) (Figuras 1D e
1E).

A combinagdo das regides R1 e R2, R3, R4 foi feita através da férmula
G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a

intersec@o dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2.

c. CD45RA e CD45RO

Primeiramente foi selecionada a populacdo de linfécitos totais, denominada
R1, baseada em graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Figura 1A). Em seguida, grificos de FL.1 (CD4 ou CDS8
FITC) versus FL2 (CD45RA e CD45RO APC) foram construidos para
identificar a segregacao da populagdes CD4 e CD8 em 3 subpopulacdes cada:
CD4'CD45RA™ (R2), CD4'CD45RA™ (R3) e CD4'CD45RA™" (R4);
CDS8'CD45RA™ (R2), CD8'CD45RA"Y (R3) e CD8'CD45RA"E" (R4) (Figuras
IF e 1G); CD4'CD45RO™ (R2), CD4*'CD45R0"" (R3) e CD4*CD45RO"*"
(R4); CDS8'CD45RO" (R2), CD8'CD45RO"™ (R3) e CD8'CD45RO™" (R4)
(Figuras 1H e 11).

A combinagdo das regides R1 e R2, R3, R4 foi feita através da férmula
G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a

intersec@o dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2.

d. CD45RA/CCR7 e CD45RO/CCR7

Primeiramente foi selecionada a populagdo de linfécitos totais, denominada
R1, baseada em graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Figura 2A). Em seguida, foi construido um grafico de FL1
(CD4 ou CD8 FITC) versus granulosidade (SSC), onde as populagdes de CD4 e
CD8 foram selecionadas, denominadas de R2 (Figura 2B e C). O préximo passo
consistiu na constru¢do de graficos de FL4 (CD45RA e CD45RO APC) versus
FL2 (CCR7 PE), onde foram selecionadas as subpopulacdes CD45RA™"CCR7*
(R3), CD45RA'CCR7 (R4), CD45RO""CCR7™ (R3) e CD45RO'CCR7" (R4)
(Figura 2D e E).



A combinacdo das regides R1 e R2, R3, R4 foi feita através da férmula
G2=R1 and R2, G3=R1 and R2 and R3 e G4=R1 and R2 and R4, onde “and”

designa a intersec¢do dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2.

e. CD45RA/IFN-y e IL-10 e CD45RO/IFN-y e 1L-10

Primeiramente foi selecionada a populagdo de linfécitos totais, denominada
R1, baseada em gréficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus
granulosidade (SSC) (Figura 2A). Em seguida, foi construido um grafico de FL1
(CD4 ou CDS8 FITC) versus granulosidade (SSC), onde as populagdes de CD4 e
CD8 foram selecionadas, denominadas de R2 (Figura 2B e C). O préximo passo
consistiu na construcdo de graficos de FL2 (IFN-y e IL-10 PE) versus FL4
(CD45RA e CD45RO APC), onde foram selecionadas as subpopulacdes
CD45RAMFN-y* (R3), CD45RATFN-y* (R4), CD45RAM"L-10" (R3) e
CD45RATL-10* (R4); CD45ROM™IFN-y* (R3), CD45ROTEN-y*  (R4),
CD45ROME"L-10* (R3) e CD45ROIL-10" (R4) (Figura 2F e G).

A combinacdo das regides R1 e R2, R3, R4 foi feita através da férmula
G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1 and R4, onde “and” designa a

intersecdo dos eventos presentes simultaneamente em R1 e R2.
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Figura 1- Andlise de linf6citos T CD4" e CD8" do sangue periférico por citometria de fluxo

A figura 1A representa o perfil celular obtido no contexto ex vivo, caracteristico de gréficos de
tamanho versus granulosidade. As figuras 1B e C representam um perfil celular obtido em gréfico
de fluorescéncia 1 (CD4 e CD8 FITC) versus fluorescéncia 3 (CD62L PE Cy5). As figuras 1D e E
representam um perfil celular obtido em gréifico de fluorescéncia 1 (CD4 e CD8 FITC) versus
fluorescéncia 2 (CCR7 PE). As figuras 1F e G representam um perfil celular obtido em grafico de
fluorescéncia 1 (CD4 e CD8 FITC) versus fluorescéncia 4 (CD45RA APC). As figuras 1H e I
representam um perfil celular obtido em gréifico de fluorescéncia 1 (CD4 e CD8 FITC) versus

fluorescéncia 4 (CD45RO APC).
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Figura 2- Andlise de linfécitos T CD4" e CD8" do sangue periférico por citometria de fluxo

A figura 2A representa o perfil celular obtido no contexto ex vivo, caracteristico de graficos de
tamanho versus granulosidade. As figuras 2B e C representam um perfil celular obtido em grafico
de fluorescéncia 1 (CD4 e CD8 FITC) versus granulosidade. As figuras 2D e E representam um
perfil celular obtido em gréfico de fluorescéncia 4 (CD45RA e CD45RO APC) versus fluorescéncia
2 (CCR7 PE). As figuras 2F e G representam um perfil celular obtido em gréafico de fluorescéncia

4 (CD45RA e CD45RO APC) versus fluorescéncia 2 (IFN-y e IL-10).



6- Analise Estatistica
A andlise estatistica foi realizada a partir do teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferencas entre as medianas dos grupos
estudados. O nivel de significancia definido foi de p<0,05 e todas as andlises foram

realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prism 4.0 (San Diego, CA).



RESULTADOS



Os resultados serdo apresentados em cinco partes a partir dos dados obtidos na
avaliagdo do sangue periférico de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada
(IND) e cardiaca (CARD) da doencga de Chagas assim como de individuos nao-infectados
(NI). Os estudos foram feitos tanto no contexto ex vivo como apds cultura de células in
vitro com ou sem estimulag@o por antigenos derivados do 7. cruzi (EPI). A primeira parte
se refere a avaliacdo da ativagdo celular analisando-se a expressdo da molécula de
superficie CD62L por linfécitos T CD4" e CD8", tanto ex vivo, quanto apés estimulagio in
vitro. Na segunda parte dos resultados foram avaliados o percentual de expressdo do
receptor de quimiocina CCR7, responsdvel pela migracdo dos linfocitos para a zona dos
linfonodos, nas células T CD4" e CD8. A terceira parte dos resultados compreende a
andlise do percentual de expressdao das moléculas CD45RAME" ¢ CD45ROME por linfécitos
T CD4" e CD8", com o objetivo de caracterizarmos o perfil de células virgens e de
memoria nos grupos NI, IND e CARD. Na secdo de resultados mostramos os dados
referentes ao percentual de células duplo marcadas para CD45RAME"/CCRT* e
CD45ROM&"/CCRT por células T CD4" e CDS8". Esta andlise permite distinguir as células
que estdo migrando para os linfonodos e aquelas que estdo migrando para o foco
inflamatério. Na quinta e ultima parte, mostramos a andlise de citocinas
intracitoplasmaticas em linfécitos T CD4" e CD8" que expressam concomitantemente
CD45RAME" ¢ CD45RO™E" com o objetivo de avaliarmos o padrdo de citocinas produzidas

por essas células.

1- Expressao da molécula de adesdo CD62L por células T CD4* e CD8" do sangue
periférico

O receptor de rolamento CD62L € responsdavel pela adesdao do leucécito ao
endotélio e estd associada ao deslocamento dos linfocitos T virgens para os linfonodos
periféricos. A molécula de superficie CD62L foi avaliada em células T CD4" e CD8" nos
grupos NI, IND e CARD. Os resultados apresentados no Gréfico 1 mostram a avaliacdo da
expressdao da molécula CD62L em linfécitos T em sangue total, antes e apds cultura com
antigenos de epimastigota (EPI). A andlise dos dados no contexto ex vivo revelou uma
expressdo significativamente menor (p<0,01) do percentual de células CD4*CD62L"" em

pacientes portadores da forma clinica IND em relacdo aos pacientes CARD e individuos



nio-infectados (p<0,05) (GRAF-1A). O percentual de células T CD4"CD62L" (GRAF-1D)
¢ bastante semelhante nos individuos ndo infectados e nos pacientes IND, apresentando

valores bem mais baixos do que os obtidos pelas células T CD4*CD62L"e"

. Também foi
observado um aumento significativo de células T CD4"CD62L" (p<0,05) no grupo CARD
em relacdo aos individuos nao infectados e (p<0,01) e ao grupo IND (GRAF-1D).

Quando avaliamos a expressdo de CD62L em cultura células de pacientes IND e
CARD e individuos ndo infectados sem estimulo antigénico, observa-se um aumento
significativo (p<0,01) nos pacientes CARD em relacdo aos pacientes IND (GRAF-1B). O
grupo de pacientes CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) do que
individuos NI (GRAF-1E).

A avaliacdo na presenca de antigenos de EPI ndo demonstrou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa no percentual da expressio de células T CD4*CD62L"e"
(GRAF-1C). Entretanto observamos um aumento significativo (p<0,05) no percentual de

células T CD4"CD62L" no grupo CARD quando comparado ao grupo de individuos nio
infectados (GRAF-1F).
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GRAFICO 1- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD62L"" ¢ CD4*CD62L
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao

infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Quando avaliado o percentual de células T CD8'CD62L"e" ¢ CD8*CD62L  nos
contextos ex vivo, em cultura na presenca ou auséncia de antigenos de EPI, ndo observamos
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e CARD
ou individuos ndo infectados. Porém observa-se que pacientes CARD apresentaram uma
tendéncia a ter um menor percentual de células T, tanto CD8*CD62L"e" quanto

CD8'CD62L’, em relac@o aos outros grupos.
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GRAFICO 2- Avaliacio do percentual de células T CD8*CD62L"" ¢ CD8*CD62L
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Ap6s a avaliagdo do percentual de células T CD4" e CD8" focando no perfil de
expressdo CD62L"E" e CD62L" analisamos a razdo do valor absoluto de células T CD4" e
CD8" apresentando os fendtipos CD62LY/CD62L" ¢ CD62L"¢"/CD62L". Esta andlise é
importante para avaliar a propor¢ao de células T virgens/ativadas no sangue periférico
desses individuos. Pode-se observar uma diminuic¢do significativa ex vivo (p<0,05) da razao
do nimero de células T CD4" CD62L"/CD62L" no grupo dos pacientes CARD quando
comparado ao grupo de individuos NI (GRAF-3A). No mesmo contexto, nio houve
diferenca estatisticamente significativa na razdo de células CD4* CD62L"€"/CD62L" entre
os grupos estudados (GRAF-3D).

Quando avaliados os dados de cultura na auséncia de estimulo antigénico, ndo foi
observada nenhuma diferencga significativa para os dois fendtipos avaliados de células T
CD4*, CD62LY/CD62L e CD62L""/CD62L", quando comparados os grupos CARD, IND e
NI (GRAD-3B,E). Porém observa-se uma diminui¢do significativa (p<0,05) da razdo de
células T CD4*CD62L""/CD62L no grupo CARD quando comparamos ao grupo NI, apos
cultura na presenga de EPI (GRAF-3F). Nao foi observada diferencga significativa da razao
de células CD4"CD62L"/CD62L entre os grupos avaliados (GRAF-3C).

Quando avaliamos a razdo das células T CDS8'CD62LT/CD62L e
CD62L"8"/CD62L", ndo observamos nenhuma diferenca estatisticamente significante entre
os grupos chagdsicos IND e CARD e individuos ndo infectados, em nenhum dos contextos
ex vivo e culturas na auséncia e na presenga de antigenos de EPI (GRAF-4). Apesar disso,
os grupos de pacientes IND e CARD apresentaram tendéncia a uma menor razao de células
T CD8*CD62L"/CD62L" quando comparado ao grupo NI, nos contextos ex vivo e culturas
na presenca ou ausencia de antigenos de EPI (GRAF-4D,E,F).
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GRAFICO 3- Avaliacio da razio de células T CD4*CD62L™™/CD62L" e
CD4*CD62L"¢"/CD62L" do sangue periférico.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 4- Avaliagio da razio de células T CD8'CD62L"“/CD62L" e
CD8*CD62L"#"/CD62L" do sangue periférico.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



2- Expressio do receptor de quimiocina CCR7 por células T CD4" e CD8" do
sangue periférico

A molécula de superficie CCR7 € um receptor celular de quimiocina que transduz
sinais que estimulam a migracdo e retencdo dos leucdcitos para as zonas dos linfonodos.
Quando a molécula deixa de expressa (CCR7") ou nao € expressa, elas migram para o foco
inflamatdrio, ou recirculam para 6rgaos linféides secundérios.

A expressao do receptor de quimiocina CCR7 por células T foi avaliada em sangue
total de pacientes IND, CARD e individuos NI, tanto no contexto ex vivo e culturas na
auséncia e na presenca de antigenos de EPI. A avaliacdo dos dados demonstra que o grupo
IND apresenta diminui¢do significativa (p<0,05) de células T CD4"CCR7" em relagdo aos
grupos CARD e NI nos contextos ex vivo e em cultura na presenca de antigenos de EPI
(GRAF-5A,C). A avaliacio das células CD4"CCR7" nas culturas controle mostrou que o
grupo IND apresenta diminuicdo significativa (p<0,05) do percentual dessas células em
relacdo ao grupo NI (GRAF-5B).

Quando as células CD4"CCR7 foram avaliadas observa-se uma tendéncia ao
aumento do percentual dessas células em sangue total de pacientes CARD tanto ex vivo
como em cultura (GRAF-5D, E,F) quando comparado aos grupos de pacientes IND e
individuos NL

A andlise do fenétipo celular CD8*CCR7", mostrou que o grupo CARD apresentou
um percentual significativamente menor dessas células (p<0,05) quando comparado ao
grupo IND, no contexto ex vivo (GRAF-6A), porém a anélise dos dados apds cultura nao
mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (GRAF-6B, C) A anilise
do percentual de células T CD8'CCR7 ndo mostrou nenhuma diferenga estatisticamente
significante entre os grupos de pacientes IND e CARD e individuos NI, em nenhum dos

contextos estudados (GRAF-6D, E, F).
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GRAFICO 5- Avaliacio do percentual de células T CD4*CCR7"¢" ¢ CD4*CCRT
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 6- Avaliaciio do percentual de células T CD8*CCR7"®" ¢ CD8*CCRT
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Ap6s a avaliacido do percentual de células T CD4" e CD8" apresentando o perfil
CCR7" e CCR7, analisamos a razdo do valor absoluto de células T CD4" e CDS§*
apresentando o fenétipo celular CCR7*/CCR7". Os grupos de pacientes CARD e IND
apresentam tendéncia a uma menor razdo do nimero de células/mm’ do fenétipo celular
CD4"CCR7*/CCR7 quando comparado ao grupo de individuos NI, antes e ap6s culturas,
porém sem apresentar diferenca estatisticamente significativa (GRAF-7A,B, C). Houve
uma notavel reducdo das razdes dos valores absolutos de células T CD4" CCR7"/CCR7 em
todos os grupos estudados apds culturas na auséncia e na presenca de antigenos de EPI
(GRAF-7B, C), sem diferencas significativas.

Quanto as células T CDS8", observa-se inclinagdo a uma menor propor¢do CCR7"
por CCR7 nos grupos IND e CARD confrontados com o grupo de individuos NI, nos
parametros ex vivo e cultura na auséncia de antigenos de EPI (GRAF-7D,E), mas diferencas
estatisticamente diferentes ndo foram observadas. Apds a cultura na presenca de antigenos
de EPI, observamos tendéncia do grupo CARD a uma menor razdo das células
CD8'CCR7'/CCR7  comparado aos outros dois grupos avaliados, sem diferenca

significativa (GRAF-7F).
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GRAFICO 7- Avaliacio da razio de células T CD4*CCR7'/CCR7 e
CD8'CCR7'/CCR7 presentes no sangue periférico de individuos portadores da
doenca de Chagas e nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



3- Expressiao das moléculas co-estimulatérias CD45RA e CD45RO por células T
CD4" e CDS8" do sangue periférico

A exposi¢cdo do sistema imune a um antigeno estranho acentua sua capacidade de
responder novamente ao antigeno, a esse fendmeno denominamos de memodria
imunoldgica. As células de memoria apresentam caracteristicas que as tornam mais
eficientes na eliminacdo dos antigenos do que os linfécitos virgens, que nao foram
anteriormente expostos a antigenos. Os resultados mostraram que a expressio de
CD45RA™® molécula expressa por células T virgens, foi significativamente menor
(p<0,05) do que o percentual de células CD4*CD45RA™® de pacientes IND quando
comparado aos individuos NI no contexto ex vivo (GRAF-8A). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados apds cultura (GRAF-8B, C). Quando avaliado o
fenétipo celular CD4"CD45RA", células de memoria, os dados ndo revelaram nenhuma
diferenca significativa entre os grupos avaliados tanto ex vivo quanto em culturas (GRAF-
8D, E, F).

Os fendtipos CD45RAME" ¢ CD45RA" para as células T CD8" também foram
avaliados. No contexto ex vivo ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
estudados. Porém, a avaliag¢do dos resultados obtidos apds cultura na presenga auséncia e na
presenca de antigenos de EPI demonstra uma significativa diminuicdo (p<0,05) do
percentual de células CD8*CD45RA™" em pacientes CARD confrontado com individuos
NI (GRAF- 9B). No entanto, pacientes IND (p<0,05) e CARD (p<0,01) apresentaram
percentual significativamente menor quando comparados a individuos NI, em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-9C). Nao foram observadas diferencas significativas
quanto ao percentual de células CD8"CD45RA" entre os grupos avaliados, nos contextos ex

vivo, cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF- 9E,F,G).
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GRAFICO 8- Avaliaciio do percentual de células T CD4*CD45RAM" e CD4*CD45RA
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 9- Avaliaciio do percentual de células T CD8*CD45RA™" e CD8*CD45RA”
presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas e
individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os Grificos 10 e 11 mostram os resultados de razdo de células T CD4" e CD8*
apresentando os fenétipos celulares CD45RA™/CD45RA", sendo que a populagdo
CD45RA™ representa a soma das subpopulacdes CD45RAME" ¢ CD45RAMY, e
CD45RAM®/CD45RA™. A andlise dos dados no contexto ex vivo demonstra uma
diminui¢do significativa (p<0,05) do nimero de células/mm3 da propor¢do de células
CD4*'CD45RA™*/CD45RA™ dos pacientes IND em relagio ao grupo NI (GRAF-10A).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos avaliados, nos contextos ex
vivo e ap6s cultura (GRAF-10B, C).

A avaliacdo dos dados da razdo de células T CD4*CD45RAME"/CD45RA™ no
contexto ex vivo mostra uma significativa diminui¢do (p<0,05) nos pacientes IND quando
comparados aos individuos NI (GRAF- 10D). Os dados de razdo apds ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-10E, F).

A andlise dos resultados obtidos pela razio das células T CDS8*
CD4*CD45RA™™/CD45RA™ e CD4*CD45RA"®/CD45RA™ ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos de pacientes chagdsicos e o grupo de individuos NI, nos

contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF-11).



CD4+CD45RAT°al/CD45RA- CD4+CD45RAMgh/CD45RA

Ex Vivo
A A D
37 a 1.57 a
2 o 1.0] ° °
o )
(-~ o -3 °
0""NI IND cARD %% NI IND CARD
Cultura Controle
B E
E 31 1.5
E o
% 2. ° ° 1.0. °° ° (- -]
= ° %% ° °
v 11 i % ° 0.5 .
¢ M EE e
™ NI IND carD % NI IND CARD
Cultura EPI
c F
3- 1.5. o
o o
o o
29 oo 1.01
° o o o
o (-] -]
11 ﬁ o - 0.51 - o ’
"N N0 cAarD % NI IND  CARD

GRAFICO 10- Avaliacio da razio de células T CD4"CD45RA™“/CD45RA™ e
CD4*CD45RAM#"/CD45RA" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 11- Avaliacio da razio de células T CD8'CD45RA™“/CD45RA™ e
CD8'CD45RAME"/CD45RA" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os resultados apresentados na Figura 12 mostraram que a expressio de
CD45RO"", molécula expressa por linfécitos de memdria, por células T CD4" ndo
apresenta diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e
CARD e individuos NI, nos contextos ex vivo e em cultura de sangue total (GRAF-12A,B,
C). Apesar de o grupo CARD apresentar uma tendéncia a um maior percentual dessas
células no contexto ex vivo, quando comparado aos outros grupos (GRAF-12A) esta
diferenca ndo se mostrou significativa. Os dados do percentual de células T
CD4*CD45RO™", ap6s cultura sem estimulo mostraram um aumento significativo
(p<0,05) no grupo IND quando comparado ao grupo NI (GRAF-12C). Nao foi observada
diferenga significativa no percentual de células T CD4"CD45RO", células virgens, nos
contextos ex vivo e ap6s cultura na presencga de antigenos de EP1 (GRAF-12D, F). Porém, o
grupo CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) dessas células em
relacdo ao grupo IND (GRAF 12-E).

Quando avaliados os dados da expressdo de CD45RO"Me" por células T CD8", nio
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos de pacientes IND e CARD e individuos
NI, tanto ex vivo como em cultura in vitro (GRAF-13A,B, C), apesar do grupo CARD
apresentar tendéncia a um maior percentual dessas células ex vivo, quando comparado aos
outros grupos (GRAF-13A). Apds cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI,
os pacientes CARD apresentam diminuicdo do percentual dessas células (GRAF-13B, C).
Os dados mostraram uma significativa diminui¢io (p<0,05) das células CD8"CD45RO" nos
pacientes CARD quando comparados aos individuos NI no contexto ex vivo (GRAF-13D).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados quanto ao

percentual de células CD8"CD45RO" foram avaliados ap6s cultura in vitro (GRAF-13E, F).
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GRAFICO 12- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD45RO™" e
CD4"CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de
Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 13- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RO™E" e
CD8'CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de
Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os Gréficos 14 e 15 mostram os resultados da andlise da razdo entre células T CD4"
e CD8" apresentando os fendtipos celulares CD45RO™*/CD45RO", sendo que a
populacio CD45RO™® representa a soma das subpopulacdes CD45RO™E" ¢ CD45R0O"Y,
CD45RO"#/CD45RO". A andlise dos dados ndo mostra nenhuma diferenca significativa na
propor¢io do valor absoluto CD4*CD45R0O"*/CD45RO™ e CD45RO"#/CD45RO" entre
os grupos estudados, nos contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos
de EPI (GRAF-14).

A avaliacdo dos dados da razdo de células T CD8'CD45RO™*/CD45RO™ e
CD45RO"#"/CD45RO" nio apresentou diferenca significativa entre os grupos CARD, IND
e NI nos contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF-

15).
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GRAFICO 14- Avaliacio da razio de células T CD4'CD45RO™“/CD45RO e
CD4*CD45RO"&"/CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 15- Avaliacio da razio de células T CD8'CD45RO™"“/CD45RO" e
CD8*CD45RO""/CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



4- Expressio das moléculas co-estimulatorias/adesio CD45RA/CCR7 e
CD45RO/CCR7 por células T CD4" e CD8" do sangue periférico de pacientes

portadores de doenca de Chagas e individuos nao infectados.

A tripla marcacdo de linfécitos T CD4" e CD8* do sangue periférico com as
moléculas CD45RA, CD45R0O e CCR7 nos permitem avaliar as vias de recirculacdo dos
linfécitos: o percentual de células que estdo em migracdo tanto para 6rgdos linféides
secundérios quanto para foco inflamatério. Mas, principalmente, podem ajudar a distinguir
as células de memoria em duas sub-populagdes, resultado da selecdo de sobrevivéncia das
células efetoras e intermedidrias geradas na resposta primdria que se encontram em
diferentes estagios de diferenciacdo (LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000), sendo: 1-
células de memoria central (Tcm), capazes de migrarem para linfonodos, possuem limitada
funcdo efetora, e se transformam em células de memdria efetora apds a resposta secundéria,
e 2- células de memoria efetora (Tgm), capazes de migrarem para foco inflamatorio,
produzirem citocinas rapidamente, porém, possuem pouca capacidade proliferativa.

A andlise dos dados mostrou que nao ha diferenga estatisticamente significativa na
expressdo de CD45RAME"CCR7* por linfécitos T CD4*, nos contextos ex vivo e cultura
celular in vitro (GRAF-16A,B, C). Quanto a avaliagdo do percentual de células T
CD4"CD45RA CCR7", nio foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos
nos contextos ex vivo e in vitro na presenga de EPI (GRAF-16D, F). Contudo, ap6s cultura
na auséncia de antigenos de EPI, foi observada uma diminuicao significativa (p<0,05) no
percentual dessas células no grupo CARD quando comparado ao grupo IND (GRAF-16E).
Os dados mostraram um aumento significativo no percentual de células T CD4"CD45RA”
CCR7 em sangue total de pacientes IND quando comparado a individuos NI, (p<0,05)
tanto ex vivo como in vitro na presenca de EPI ou sem estimulacdo ) (p<0,01) (GRAF-
16H).

Em linfécitos T CD8", os dados mostraram uma diminuicdo significativa (p<0,05)
na expressdo do fenétipo CD45RA™"CCR7* por sangue total de pacientes portadores das
forma clinicas IND e CARD em relacdo aos individuos NI quando avaliados no contexto ex
vivo (GRAF-17A). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos

grupos estudados quando os dados foram avaliados apds cultura na auséncia e na presenca



de antigenos de EPI (GRAF-17B, C). A andlise dos dados relativos ao percentual de células
CD8'CD45RA CCR7", ndo demonstrou nenhuma diferenca significativa entre os grupos
avaliados nos tanto ex vivo, como na presenca de antigenos de EPI ou em culturas controle
(GRAF-17D, E, F). Também ndo foram observadas diferencas significativas quanto a
analise dos dados do percentual de células CD8'CD45RACCR7 entre os grupos, nos

contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EP1 (GRAF-17G,H,

D.
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GRAFICO 16- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RA™"/CCRT7",
CD4*CD45RA™"CCR7 e CD4'CD45RA/CCR7 presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 17- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RA"E"/CCRT7",
CD8'CD45RA™"CCR7 e CD8*CD45RA/CCRT7 ~ presentes no sangue periférico de

pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



A andlise dos dados de células CD4*CD45RO™®CCR7 ndo apresentou nenhuma
diferenca significativa entre os grupos estudados (GRAF-18A,B, C), porém o grupo de
pacientes CARD apresenta uma tendéncia a diminuir o percentual dessas células apds
cultura in vitro, quando comparado aos grupos IND e NI (GRAF-18B, C). A avalia¢ao do
percentual de células T CD4*CD45ROME"CCR7* mostrou que pacientes CARD apresentam
percentual significativamente menor desta sub-populacdo ex vivo (p<0,05) quando
comparado aos individuos NI (GRAF-18D). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantivas quanto as andlises dessas células ap6s cultura (GRAF-
18E,F).

Quando avaliamos o percentual de células T CD8*CD45ROME"CCR7, observamos
uma tendéncia de aumento do percentual no grupo CARD no contexto ex vivo (GRAF-
19A) e uma diminuicao do percentual celular apés cultura in vitro (GRAF-19B, C) quando
comparado aos grupos IND e NI, porém nao foi observada nenhuma diferenca significativa.
A andlise dos dados da expressao do fenétipo CD45ROM&"CCR7* por células CD8", os
grupos IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior (p<0,05) e
(p<0,001) quando comparado ao grupo NI (GRAF-19D). A avaliac@o dessas células apds
cultura ndo apresentou nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
avaliados, (GRAF-19E, F).

A andlise das células T CD8" apresentando os fenétipos CD45RO CCR7" nos
contextos ex vivo e apds cultura in vitro nao demonstraram nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-19G,H, I). Entretanto, os
grupos IND e CARD apresentaram um diminuicao do percentual dessas células no contexto

ex vivo (GRAF-19G).
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GRAFICO 18- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD45RO""/CCR7,
CD4*CD45RO"8"CCR7* e CD4*CD45RO/CCR7* "~ presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 19- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RO"™"/CCR7,
CD8*CD45RO"8"CCR7* e CD8*CD45RO/CCR7"* " presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



5- Expressio de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10) por células T CD4*
e CD8" apresentando o fenétipo celular CD45RA™" ¢ CD45RO"™®" no sangue
periférico de individuos portadores de doenca de Chagas e nao infectados

A presenca das citocinas IFN-y e IL-10 intracitoplasméticas em linfécitos T CD4" e
CD8* expressando CD45RAME" ¢ CD45RO"™E" foi avaliada nos grupos IND, CARD e NI na
auséncia ou presenca de estimulagdo in vitro por antigenos de EPL

A andlise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,05) da expressao de
IFN-y por células T CD4*CD45RA™" em sangue total de pacientes IND em relacdo aos
individuos NI, quando avaliamos em cultura na presenga de antigenos de EPI (GRAF-20B).
Nao foi observada diferenca estatistica quando analisamos essas células em cultura na
auséncia de antigenos de EPI (GRAF-20A). Quanto a expressdo da citocina IL-10 por
células T CD4+CD45RAhigh, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em cultura de sangue total (GRAF-20C, D).

Além disso, os dados mostram que pacientes CARD apresentaram percentual
significativamente maior (p<0,001) de células CD8*CD45RAM" expressando IFN-y em
culturas controle (GRAF-21A), que é significativamente maior (p<0,05) em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-21B), quando comparado com individuos NI. Nao
foram observadas diferengas significativas quando avaliamos o percentual de células
CD8'CD45RAM" IL-10*, em cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI

(GRAF-21C, D).
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GRAFICO 20- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RA™'IFN-y* e
CD4*CD45RAM"IL-10" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 21- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RA™'IFN-y* e
CD8'CD45RAM"IL-10" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



A andlise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,01) de células
CD4*CD45ROMe" expressando IFN-y por sangue total de pacientes IND em relacdo aos
individuos NI, apds cultura na presenga de antigenos de EPI (GRAF-22B). Os mesmo
sendo observado para os pacientes CARD em relagdo aos individuos NI, apds cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-22B). Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos avaliados apds cultura na auséncia de estimulo antigénico
(GRAF-22A).

Quanto a andlise das células T CD4'CD45RO™"IL-10", observa-se aumento
significativo (p<0,05) do percentual dessas células em pacientes CARD quando
comparado aos individuos NI em cultura na auséncia de estimulo antigénico (GRAF-22C).
Os dados mostraram que hd um percentual significativamente maior (p<0,01) de linfécitos
T CD4'CD45RO™" em pacientes IND e CARD positivos para IL-10" em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-22D).

A andlise dos dados de expressdo das citocinas IFN-y e IL-10 por células T
CD8*CD45RO™" ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados,

apos cultura in vitro (GRAF-23).
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GRAFICO 22- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RO™"IFN-y* e
CD4"CD45RO™"[L-10*" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da

doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 23- Avaliacio do percentual de células T CD8"'CD45RO™*"IFN-y* e
CD8'CD45RO™"[L-10*" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



RESULTADOS



Os resultados serdo apresentados em cinco partes a partir dos dados obtidos na
avaliagdo do sangue periférico de pacientes portadores das formas clinicas indeterminada
(IND) e cardiaca (CARD) da doencga de Chagas assim como de individuos nao-infectados
(NI). Os estudos foram feitos tanto no contexto ex vivo como apds cultura de células in
vitro com ou sem estimulag@o por antigenos derivados do 7. cruzi (EPI). A primeira parte
se refere a avaliacdo da ativagdo celular analisando-se a expressdo da molécula de
superficie CD62L por linfécitos T CD4" e CD8", tanto ex vivo, quanto apés estimulagio in
vitro. Na segunda parte dos resultados foram avaliados o percentual de expressdo do
receptor de quimiocina CCR7, responsdvel pela migracdo dos linfocitos para a zona dos
linfonodos, nas células T CD4" e CD8. A terceira parte dos resultados compreende a
andlise do percentual de expressdao das moléculas CD45RAME" ¢ CD45ROME por linfécitos
T CD4" e CD8", com o objetivo de caracterizarmos o perfil de células virgens e de
memoria nos grupos NI, IND e CARD. Na secdo de resultados mostramos os dados
referentes ao percentual de células duplo marcadas para CD45RAME"/CCRT* e
CD45ROM&"/CCRT por células T CD4" e CDS8". Esta andlise permite distinguir as células
que estdo migrando para os linfonodos e aquelas que estdo migrando para o foco
inflamatério. Na quinta e ultima parte, mostramos a andlise de citocinas
intracitoplasmaticas em linfécitos T CD4" e CD8" que expressam concomitantemente
CD45RAME" ¢ CD45RO™E" com o objetivo de avaliarmos o padrdo de citocinas produzidas

por essas células.

1- Expressao da molécula de adesdo CD62L por células T CD4* e CD8" do sangue
periférico

O receptor de rolamento CD62L € responsdavel pela adesdao do leucécito ao
endotélio e estd associada ao deslocamento dos linfocitos T virgens para os linfonodos
periféricos. A molécula de superficie CD62L foi avaliada em células T CD4" e CD8" nos
grupos NI, IND e CARD. Os resultados apresentados no Gréfico 1 mostram a avaliacdo da
expressdao da molécula CD62L em linfécitos T em sangue total, antes e apds cultura com
antigenos de epimastigota (EPI). A andlise dos dados no contexto ex vivo revelou uma
expressdo significativamente menor (p<0,01) do percentual de células CD4*CD62L"" em

pacientes portadores da forma clinica IND em relacdo aos pacientes CARD e individuos



nio-infectados (p<0,05) (GRAF-1A). O percentual de células T CD4"CD62L" (GRAF-1D)
¢ bastante semelhante nos individuos ndo infectados e nos pacientes IND, apresentando

valores bem mais baixos do que os obtidos pelas células T CD4*CD62L"e"

. Também foi
observado um aumento significativo de células T CD4"CD62L" (p<0,05) no grupo CARD
em relacdo aos individuos nao infectados e (p<0,01) e ao grupo IND (GRAF-1D).

Quando avaliamos a expressdo de CD62L em cultura células de pacientes IND e
CARD e individuos ndo infectados sem estimulo antigénico, observa-se um aumento
significativo (p<0,01) nos pacientes CARD em relacdo aos pacientes IND (GRAF-1B). O
grupo de pacientes CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) do que
individuos NI (GRAF-1E).

A avaliacdo na presenca de antigenos de EPI ndo demonstrou nenhuma diferenca
estatisticamente significativa no percentual da expressio de células T CD4*CD62L"e"
(GRAF-1C). Entretanto observamos um aumento significativo (p<0,05) no percentual de

células T CD4"CD62L" no grupo CARD quando comparado ao grupo de individuos nio
infectados (GRAF-1F).
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GRAFICO 1- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD62L"" ¢ CD4*CD62L
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Quando avaliado o percentual de células T CD8'CD62L"e" ¢ CD8*CD62L  nos
contextos ex vivo, em cultura na presenca ou auséncia de antigenos de EPI, ndo observamos
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e CARD
ou individuos ndo infectados. Porém observa-se que pacientes CARD apresentaram uma
tendéncia a ter um menor percentual de células T, tanto CD8*CD62L"e" quanto

CD8'CD62L’, em relac@o aos outros grupos.
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GRAFICO 2- Avaliacio do percentual de células T CD8*CD62L"" ¢ CD8*CD62L
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Ap6s a avaliagdo do percentual de células T CD4" e CD8" focando no perfil de
expressdo CD62L"E" e CD62L" analisamos a razdo do valor absoluto de células T CD4" e
CD8" apresentando os fendtipos CD62LY/CD62L" ¢ CD62L"¢"/CD62L". Esta andlise é
importante para avaliar a propor¢ao de células T virgens/ativadas no sangue periférico
desses individuos. Pode-se observar uma diminuic¢do significativa ex vivo (p<0,05) da razao
do nimero de células T CD4" CD62L"/CD62L" no grupo dos pacientes CARD quando
comparado ao grupo de individuos NI (GRAF-3A). No mesmo contexto, nio houve
diferenca estatisticamente significativa na razdo de células CD4* CD62L"€"/CD62L" entre
os grupos estudados (GRAF-3D).

Quando avaliados os dados de cultura na auséncia de estimulo antigénico, ndo foi
observada nenhuma diferencga significativa para os dois fendtipos avaliados de células T
CD4*, CD62LY/CD62L e CD62L""/CD62L", quando comparados os grupos CARD, IND e
NI (GRAD-3B,E). Porém observa-se uma diminui¢do significativa (p<0,05) da razdo de
células T CD4*CD62L""/CD62L no grupo CARD quando comparamos ao grupo NI, apos
cultura na presenga de EPI (GRAF-3F). Nao foi observada diferencga significativa da razao
de células CD4"CD62L"/CD62L entre os grupos avaliados (GRAF-3C).

Quando avaliamos a razdo das células T CDS8'CD62LT/CD62L e
CD62L"8"/CD62L", ndo observamos nenhuma diferenca estatisticamente significante entre
os grupos chagdsicos IND e CARD e individuos ndo infectados, em nenhum dos contextos
ex vivo e culturas na auséncia e na presenga de antigenos de EPI (GRAF-4). Apesar disso,
os grupos de pacientes IND e CARD apresentaram tendéncia a uma menor razao de células
T CD8*CD62L"/CD62L" quando comparado ao grupo NI, nos contextos ex vivo e culturas
na presenca ou ausencia de antigenos de EPI (GRAF-4D,E,F).
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GRAFICO 3- Avaliacio da razio de células T CD4*CD62L™™/CD62L" e
CD4*CD62L"¢"/CD62L" do sangue periférico.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 4- Avaliagio da razio de células T CD8'CD62L"“/CD62L" e
CD8*CD62L"#"/CD62L" do sangue periférico.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



2- Expressio do receptor de quimiocina CCR7 por células T CD4" e CD8" do
sangue periférico

A molécula de superficie CCR7 € um receptor celular de quimiocina que transduz
sinais que estimulam a migracdo e retencdo dos leucdcitos para as zonas dos linfonodos.
Quando a molécula deixa de expressa (CCR7") ou nao € expressa, elas migram para o foco
inflamatdrio, ou recirculam para 6rgaos linféides secundérios.

A expressao do receptor de quimiocina CCR7 por células T foi avaliada em sangue
total de pacientes IND, CARD e individuos NI, tanto no contexto ex vivo e culturas na
auséncia e na presenca de antigenos de EPI. A avaliacdo dos dados demonstra que o grupo
IND apresenta diminui¢do significativa (p<0,05) de células T CD4"CCR7" em relagdo aos
grupos CARD e NI nos contextos ex vivo e em cultura na presenca de antigenos de EPI
(GRAF-5A,C). A avaliacio das células CD4"CCR7" nas culturas controle mostrou que o
grupo IND apresenta diminuic@o significativa (p<0,05) do percentual dessas células em
relacdo ao grupo NI (GRAF-5B).

Quando as células CD4"CCR7 foram avaliadas observa-se uma tendéncia ao
aumento do percentual dessas células em sangue total de pacientes CARD tanto ex vivo
como em cultura (GRAF-5D, E,F) quando comparado aos grupos de pacientes IND e
individuos NL

A andlise do fenétipo celular CD8*CCR7", mostrou que o grupo CARD apresentou
um percentual significativamente menor dessas células (p<0,05) quando comparado ao
grupo IND, no contexto ex vivo (GRAF-6A), porém a anélise dos dados apds cultura nao
mostrou diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (GRAF-6B, C) A anilise
do percentual de células T CD8'CCR7 ndo mostrou nenhuma diferenga estatisticamente
significante entre os grupos de pacientes IND e CARD e individuos NI, em nenhum dos

contextos estudados (GRAF-6D, E, F).
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GRAFICO 5- Avaliacio do percentual de células T CD4*CCR7"¢" ¢ CD4*CCRT
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 6- Avaliaciio do percentual de células T CD8*CCR7"®" ¢ CD8*CCRT
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Ap6s a avaliacido do percentual de células T CD4" e CD8" apresentando o perfil
CCR7" e CCR7, analisamos a razdo do valor absoluto de células T CD4" e CDS§*
apresentando o fenétipo celular CCR7*/CCR7". Os grupos de pacientes CARD e IND
apresentam tendéncia a uma menor razdo do nimero de células/mm’ do fenétipo celular
CD4"CCR7*/CCR7 quando comparado ao grupo de individuos NI, antes e ap6s culturas,
porém sem apresentar diferenca estatisticamente significativa (GRAF-7A,B, C). Houve
uma notavel reducdo das razdes dos valores absolutos de células T CD4" CCR7"/CCR7 em
todos os grupos estudados apds culturas na auséncia e na presenca de antigenos de EPI
(GRAF-7B, C), sem diferencas significativas.

Quanto as células T CDS8", observa-se inclinagdo a uma menor propor¢do CCR7"
por CCR7 nos grupos IND e CARD confrontados com o grupo de individuos NI, nos
parametros ex vivo e cultura na auséncia de antigenos de EPI (GRAF-7D,E), mas diferencas
estatisticamente diferentes ndo foram observadas. Apds a cultura na presenca de antigenos
de EPI, observamos tendéncia do grupo CARD a uma menor razdo das células
CD8'CCR7'/CCR7  comparado aos outros dois grupos avaliados, sem diferenca

significativa (GRAF-7F).
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GRAFICO 7- Avaliacio da razio de células T CD4*CCR7'/CCR7 e
CD8'CCR7'/CCR7 presentes no sangue periférico de individuos portadores da
doenca de Chagas e nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



3- Expressiao das moléculas co-estimulatérias CD45RA e CD45RO por células T
CD4" e CDS8" do sangue periférico

A exposi¢cdo do sistema imune a um antigeno estranho acentua sua capacidade de
responder novamente ao antigeno, a esse fendmeno denominamos de memodria
imunoldgica. As células de memoria apresentam caracteristicas que as tornam mais
eficientes na eliminacdo dos antigenos do que os linfécitos virgens, que niao foram
anteriormente expostos a antigenos. Os resultados mostraram que a expressio de
CD45RA™® molécula expressa por células T virgens, foi significativamente menor
(p<0,05) do que o percentual de células CD4*CD45RA™® de pacientes IND quando
comparado aos individuos NI no contexto ex vivo (GRAF-8A). Ndo houve diferenca
significativa entre os grupos avaliados apds cultura (GRAF-8B, C). Quando avaliado o
fenétipo celular CD4"CD45RA", células de memoria, os dados ndo revelaram nenhuma
diferenca significativa entre os grupos avaliados tanto ex vivo quanto em culturas (GRAF-
8D, E, F).

Os fendtipos CD45RAME" ¢ CD45RA" para as células T CD8" também foram
avaliados. No contexto ex vivo ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
estudados. Porém, a avaliag¢do dos resultados obtidos apds cultura na presenga auséncia e na
presenca de antigenos de EPI demonstra uma significativa diminuicdo (p<0,05) do
percentual de células CD8*CD45RA™" em pacientes CARD confrontado com individuos
NI (GRAF- 9B). No entanto, pacientes IND (p<0,05) e CARD (p<0,01) apresentaram
percentual significativamente menor quando comparados a individuos NI, em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-9C). Nao foram observadas diferencas significativas
quanto ao percentual de células CD8"CD45RA" entre os grupos avaliados, nos contextos ex

vivo, cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF- 9E,F,G).
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GRAFICO 8- Avaliaciio do percentual de células T CD4*CD45RAM" e CD4*CD45RA
presentes no sangue periférico de individuos portadores da doenca de Chagas e nao
infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 9- Avaliaciio do percentual de células T CD8*CD45RA™" e CD8*CD45RA”
presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de Chagas e

individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os Grificos 10 e 11 mostram os resultados de razdo de células T CD4" e CD8*
apresentando os fenétipos celulares CD45RA™/CD45RA", sendo que a populagdo
CD45RA™ representa a soma das subpopulacdes CD45RAME" ¢ CD45RAMY, e
CD45RAM®/CD45RA™. A andlise dos dados no contexto ex vivo demonstra uma
diminui¢do significativa (p<0,05) do nimero de células/mm3 da propor¢do de células
CD4*'CD45RA™/CD45RA™ dos pacientes IND em relagio ao grupo NI (GRAF-10A).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos avaliados, nos contextos ex
vivo e ap6s cultura (GRAF-10B, C).

A avaliacdo dos dados da razdo de células T CD4*CD45RAME"/CD45RA™ no
contexto ex vivo mostra uma significativa diminui¢do (p<0,05) nos pacientes IND quando
comparados aos individuos NI (GRAF- 10D). Os dados de razdo apds ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-10E, F).

A andlise dos resultados obtidos pela razio das células T CDS8*
CD4*CD45RA™™/CD45RA™ e CD4*CD45RA"®/CD45RA™ ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos de pacientes chagdsicos e o grupo de individuos NI, nos

contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF-11).
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GRAFICO 10- Avaliacio da razio de células T CD4"CD45RA™“/CD45RA™ e
CD4*CD45RAM#"/CD45RA" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 11- Avaliacio da razio de células T CD8'CD45RA™“/CD45RA™ e
CD8'CD45RAME"/CD45RA" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os resultados apresentados na Figura 12 mostraram que a expressio de
CD45RO"", molécula expressa por linfécitos de memdria, por células T CD4" ndo
apresenta diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes IND e
CARD e individuos NI, nos contextos ex vivo e em cultura de sangue total (GRAF-12A,B,
C). Apesar de o grupo CARD apresentar uma tendéncia a um maior percentual dessas
células no contexto ex vivo, quando comparado aos outros grupos (GRAF-12A) esta
diferenca ndo se mostrou significativa. Os dados do percentual de células T
CD4*CD45RO™", ap6s cultura sem estimulo mostraram um aumento significativo
(p<0,05) no grupo IND quando comparado ao grupo NI (GRAF-12C). Nao foi observada
diferenga significativa no percentual de células T CD4"CD45RO", células virgens, nos
contextos ex vivo e ap6s cultura na presencga de antigenos de EP1 (GRAF-12D, F). Porém, o
grupo CARD apresentou percentual significativamente maior (p<0,05) dessas células em
relacdo ao grupo IND (GRAF 12-E).

Quando avaliados os dados da expressdo de CD45RO"Me" por células T CD8", nio
apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos de pacientes IND e CARD e individuos
NI, tanto ex vivo como em cultura in vitro (GRAF-13A,B, C), apesar do grupo CARD
apresentar tendéncia a um maior percentual dessas células ex vivo, quando comparado aos
outros grupos (GRAF-13A). Apds cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI,
os pacientes CARD apresentam diminuicdo do percentual dessas células (GRAF-13B, C).
Os dados mostraram uma significativa diminui¢io (p<0,05) das células CD8"CD45RO" nos
pacientes CARD quando comparados aos individuos NI no contexto ex vivo (GRAF-13D).
Nao foram observadas diferencas significativas entre os grupos estudados quanto ao

percentual de células CD8"CD45RO" foram avaliados ap6s cultura in vitro (GRAF-13E, F).
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GRAFICO 12- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD45RO™" e
CD4"CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de
Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 13- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RO™E" e
CD8'CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da doenca de
Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



Os Gréficos 14 e 15 mostram os resultados da andlise da razdo entre células T CD4"
e CD8" apresentando os fendtipos celulares CD45RO™*/CD45RO", sendo que a
populacio CD45RO™® representa a soma das subpopulacdes CD45RO™E" ¢ CD45R0O"Y,
CD45RO"#/CD45RO". A andlise dos dados ndo mostra nenhuma diferenca significativa na
propor¢io do valor absoluto CD4*CD45R0O"*/CD45RO™ e CD45RO"#/CD45RO" entre
os grupos estudados, nos contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos
de EPI (GRAF-14).

A avaliacdo dos dados da razdo de células T CD8'CD45RO™*/CD45RO™ e
CD45RO"#"/CD45RO" nio apresentou diferenca significativa entre os grupos CARD, IND
e NI nos contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI (GRAF-

15).
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GRAFICO 14- Avaliacio da razio de células T CD4'CD45RO™“/CD45RO e
CD4*CD45RO"&"/CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



CD8+CD45R0OT°ta/CD45R0O- CD8+CD45RO0O"gh/CD45R0O-

Ex Vivo
A D
4 61 459
47 §° 3.0 -
%
2] o, ° - 151 o ° .
NI IND CARD 00"™"NI  IND CARD
Cultura Controle
B E
°"E 6 4.5
£
B 41 ° ° 3.0
© 4 o
5 oo ° % o® °
3 21 . 151 o o oo
0'-““ o.o-m
NI IND CARD NI IND CARD
Cultura EPI
F
4.5
3.0 %
° °2
o
157 o I b4
00"™"NI  IND CARD

GRAFICO 15- Avaliacio da razio de células T CD8'CD45RO™"“/CD45RO" e
CD8*CD45RO""/CD45RO" presentes no sangue periférico de pacientes portadores
da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



4- Expressio das moléculas co-estimulatorias/adesio CD45RA/CCR7 e
CD45RO/CCR7 por células T CD4" e CD8" do sangue periférico de pacientes

portadores de doenca de Chagas e individuos nao infectados.

A tripla marcacdo de linfécitos T CD4" e CD8* do sangue periférico com as
moléculas CD45RA, CD45R0O e CCR7 nos permitem avaliar as vias de recirculacdo dos
linfécitos: o percentual de células que estdo em migracdo tanto para 6rgdos linféides
secundérios quanto para foco inflamatério. Mas, principalmente, podem ajudar a distinguir
as células de memoria em duas sub-populagdes, resultado da selecdo de sobrevivéncia das
células efetoras e intermedidrias geradas na resposta primdria que se encontram em
diferentes estdgios de diferenciacdo (LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000), sendo: 1-
células de memoria central (Tcm), capazes de migrarem para linfonodos, possuem limitada
funcdo efetora, e se transformam em células de memdria efetora apds a resposta secundéria,
e 2- células de memoria efetora (Tgm), capazes de migrarem para foco inflamatorio,
produzirem citocinas rapidamente, porém, possuem pouca capacidade proliferativa.

A andlise dos dados mostrou que nao ha diferenga estatisticamente significativa na
expressdo de CD45RAME"CCR7* por linfécitos T CD4*, nos contextos ex vivo e cultura
celular in vitro (GRAF-16A,B, C). Quanto a avaliagdo do percentual de células T
CD4"CD45RA CCR7", nio foi observada nenhuma diferenca significativa entre os grupos
nos contextos ex vivo e in vitro na presenga de EPI (GRAF-16D, F). Contudo, ap6s cultura
na auséncia de antigenos de EPI, foi observada uma diminuicao significativa (p<0,05) no
percentual dessas células no grupo CARD quando comparado ao grupo IND (GRAF-16E).
Os dados mostraram um aumento significativo no percentual de células T CD4"CD45RA”
CCR7 em sangue total de pacientes IND quando comparado a individuos NI, (p<0,05)
tanto ex vivo como in vitro na presenca de EPI ou sem estimulacdo ) (p<0,01) (GRAF-
16H).

Em linfécitos T CD8", os dados mostraram uma diminuicdo significativa (p<0,05)
na expressdo do fenétipo CD45RA™"CCR7* por sangue total de pacientes portadores das
forma clinicas IND e CARD em relacdo aos individuos NI quando avaliados no contexto ex
vivo (GRAF-17A). Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas nos

grupos estudados quando os dados foram avaliados apds cultura na auséncia e na presenca



de antigenos de EPI (GRAF-17B, C). A andlise dos dados relativos ao percentual de células
CD8'CD45RA CCR7", ndo demonstrou nenhuma diferenca significativa entre os grupos
avaliados nos tanto ex vivo, como na presenca de antigenos de EPI ou em culturas controle
(GRAF-17D, E, F). Também ndo foram observadas diferencas significativas quanto a
analise dos dados do percentual de células CD8'CD45RACCR7 entre os grupos, nos

contextos ex vivo e cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EP1 (GRAF-17G,H,

D.
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GRAFICO 16- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RA™"/CCRT7",
CD4*CD45RA™"CCR7 e CD4'CD45RA/CCR7 presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 17- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RA"E"/CCRT7",
CD8'CD45RA™"CCR7 e CD8*CD45RA/CCRT7 ~ presentes no sangue periférico de

pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



A andlise dos dados de células CD4*CD45RO™®CCR7 ndo apresentou nenhuma
diferenca significativa entre os grupos estudados (GRAF-18A,B, C), porém o grupo de
pacientes CARD apresenta uma tendéncia a diminuir o percentual dessas células apds
cultura in vitro, quando comparado aos grupos IND e NI (GRAF-18B, C). A avalia¢ao do
percentual de células T CD4*CD45ROME"CCR7* mostrou que pacientes CARD apresentam
percentual significativamente menor desta sub-populacdo ex vivo (p<0,05) quando
comparado aos individuos NI (GRAF-18D). Nao foram observadas diferencas
estatisticamente significantivas quanto as andlises dessas células ap6s cultura (GRAF-
18E,F).

Quando avaliamos o percentual de células T CD8*CD45ROME"CCR7, observamos
uma tendéncia de aumento do percentual no grupo CARD no contexto ex vivo (GRAF-
19A) e uma diminuicao do percentual celular apds cultura in vitro (GRAF-19B, C) quando
comparado aos grupos IND e NI, porém nao foi observada nenhuma diferenca significativa.
A andlise dos dados da expressao do fenétipo CD45ROM&"CCR7* por células CD8", os
grupos IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior (p<0,05) e
(p<0,001) quando comparado ao grupo NI (GRAF-19D). A avaliac@o dessas células apds
cultura ndo apresentou nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
avaliados, (GRAF-19E, F).

A andlise das células T CD8" apresentando os fenétipos CD45RO CCR7" nos
contextos ex vivo e apds cultura in vitro nao demonstraram nenhuma diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos avaliados (GRAF-19G,H, I). Entretanto, os
grupos IND e CARD apresentaram um diminuicao do percentual dessas células no contexto

ex vivo (GRAF-19G).
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GRAFICO 18- Avaliacio do percentual de células T CD4*CD45RO""/CCR7,
CD4*CD45RO"8"CCR7* e CD4*CD45RO/CCR7* "~ presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 19- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RO"™"/CCR7,
CD8*CD45RO"8"CCR7* e CD8*CD45RO/CCR7"* " presentes no sangue periférico de
pacientes portadores da doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferengas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



5- Expressio de citocinas intracitoplasmaticas (IFN-y e IL-10) por células T CD4*
e CD8" apresentando o fenétipo celular CD45RA™" ¢ CD45RO"™®" no sangue
periférico de individuos portadores de doenca de Chagas e nao infectados

A presenca das citocinas IFN-y e IL-10 intracitoplasméticas em linfécitos T CD4" e
CD8* expressando CD45RAME" ¢ CD45RO"™E" foi avaliada nos grupos IND, CARD e NI na
auséncia ou presenca de estimulagdo in vitro por antigenos de EPL

A andlise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,05) da expressao de
IFN-y por células T CD4*CD45RA™" em sangue total de pacientes IND em relacdo aos
individuos NI, quando avaliamos em cultura na presenga de antigenos de EPI (GRAF-20B).
Nao foi observada diferenca estatistica quando analisamos essas células em cultura na
auséncia de antigenos de EPI (GRAF-20A). Quanto a expressdo da citocina IL-10 por
células T CD4+CD45RAhigh, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas em cultura de sangue total (GRAF-20C, D).

Além disso, os dados mostram que pacientes CARD apresentaram percentual
significativamente maior (p<0,001) de células CD8*CD45RAM" expressando IFN-y em
culturas controle (GRAF-21A), que é significativamente maior (p<0,05) em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-21B), quando comparado com individuos NI. Nao
foram observadas diferengas significativas quando avaliamos o percentual de células
CD8'CD45RAM" IL-10*, em cultura na auséncia e na presenca de antigenos de EPI

(GRAF-21C, D).
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GRAFICO 20- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RA™'IFN-y* e
CD4*CD45RAM"IL-10" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 21- Avaliacio do percentual de células T CD8'CD45RA™'IFN-y* e
CD8'CD45RAM"IL-10" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfécitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



A andlise dos dados mostrou um aumento significativo (p<0,01) de células
CD4*CD45ROMe" expressando IFN-y por sangue total de pacientes IND em relacdo aos
individuos NI, apds cultura na presenga de antigenos de EPI (GRAF-22B). Os mesmo
sendo observado para os pacientes CARD em relagdo aos individuos NI, apds cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-22B). Nao foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos avaliados apds cultura na auséncia de estimulo antigénico
(GRAF-22A).

Quanto a andlise das células T CD4'CD45RO™"IL-10", observa-se aumento
significativo (p<0,05) do percentual dessas células em pacientes CARD quando
comparado aos individuos NI em cultura na auséncia de estimulo antigénico (GRAF-22C).
Os dados mostraram que hd um percentual significativamente maior (p<0,01) de linfécitos
T CD4'CD45RO™" em pacientes IND e CARD positivos para IL-10" em cultura na
presenca de antigenos de EPI (GRAF-22D).

A andlise dos dados de expressdo das citocinas IFN-y e IL-10 por células T
CD8*CD45RO™" ndo mostrou nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados,

apos cultura in vitro (GRAF-23).
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GRAFICO 22- Avaliacio do percentual de células T CD4'CD45RO™"IFN-y* e
CD4"CD45RO™"[L-10*" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da

doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).
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GRAFICO 23- Avaliacio do percentual de células T CD8"'CD45RO™*"IFN-y* e
CD8'CD45RO™"[L-10*" presentes no sangue periférico de pacientes portadores da
doenca de Chagas e individuos nao infectados.

Linfdcitos presentes no sangue periférico de individuos NI, IND e CARD foram avaliados
no contexto ex vivo, na auséncia (Cultura Controle) e presenca (Cultura EPI) de antigenos
soliveis de EPI. Os resultados foram expressos em barras, representando as medianas, € em
simbolos, os valores individuais. As diferencgas estatisticamente significativas encontram-se
representadas pelas letras a e b (correspondentes aos grupos NI e IND, respectivamente).



DISCUSSAO



A infeccdo do hospedeiro pelo Trypanosoma cruzi mobiliza multiplos mecanismos
que levam ao reconhecimento do parasito e ao desenvolvimento da resposta imune inata e
especifica. A lesdo tecidual induzida pelo parasito tem continuidade ao longo do
desenvolvimento da resposta imune que também aciona os mecanismos imunorreguladores.
Esse quadro pode levar a persisténcia do patégeno e a destrui¢ao dos tecidos do organismo.
No entanto, evidéncias em modelo experimental e no homem mostram que 0s mecanismos
sdo ainda pouco definidos apresentando inclusive controvérsias quanto a sua natureza na
agressao tecidual.

Embora a resposta imune participe como componente fundamental no
desenvolvimento da miocardiopatia chagasica cronica, a persisténcia do parasito parece ser
requerida para sustentar esse mecanismo de agressdo imune (SOARES et al., 2001). De
fato, a infeccdo pelo T. cruzi causa alteracdes significativas no sistema imune, como a
ativacdo policlonal e a imunossupressio (MINOPRIO et al., 1986; 1987, D’ IMPERIO
LIMA et al., 1986) verificada na fase aguda, podendo assim alterar os processos de
regulacdo caracteristicos da forma cronica assintomatica.

Na fase cronica, a resposta imune montada contra diferentes patégenos pode ser
regulada por varios mecanismos supressores do hospedeiro, incluindo a produgdo de
citocinas por células da imunidade inata. No entanto, pouco se sabe sobre 0s mecanismos
envolvidos na regulacio ou desenvolvimento da miocardite chagdsica principalmente
quando se avalia a relacdo entre a importancia da persisténcia do parasito neste processo ou
se este ¢ um evento puramente mediado pela resposta imune dependente da genética do
hospedeiro.

Os mecanismos moleculares envolvidos no recrutamento e actimulo de células
inflamatérias para o tecido cardiaco durante a infeccao pelo 7. cruzi ainda sd@o pouco
esclarecidos. Para tentarmos elucidar essa questdo, avaliamos a expressdo (CD62L"E") e
perda (CD62L") da molécula CD62L. Esta molécula tem participacdo funcional na ativacdo
e migracdo de células T, como demonstrado em outros estudos (SPRINGER, 1994,
SPRENT et al., 1997). Nesta dissertacdo avaliamos a expressdao dessa molécula por células
T CD4" e CD8"* do sangue periférico de pacientes portadores das formas clinicas IND e
CARD da doenga de Chagas. Os dados mostram que pacientes IND apresentaram

high

percentual significativamente menor de células T CD4"CD62L"#" quando comparado aos



pacientes CARD e individuos NI, no contexto ex vivo, e significativamente menor do que o
grupo CARD apds cultura sem estimulo. Isto sugere que essas células ndo teriam a
capacidade de interacdo com o endotélio vascular e, portanto, migrariam para os tecidos,
dificultando sua recirculag¢do para os 6rgaos linféides secundarios, onde nao atuariam sobre
a ativacdo dos linfécitos efetores. Neste mesmo contexto, observamos que os pacientes
portadores da forma clinica CARD apresentaram um percentual significativamente maior
de células T CD4"CD62L" quando comparado aos pacientes IND e individuos NI quando as
células foram avaliadas ex vivo, sugerindo que elas poderiam estar envolvidas na
exacerbacdo da resposta imune ao parasito e conseqiientemente no desenvolvimento da
miocardite chagdsica, através da morte celular induzida por ativacdo. E interessante notar
que ALBAREDA et al. (2005) mostraram que células de pacientes portadores da forma
clinica CARD apresentaram um maior percentual de células CD8" sofrendo apoptose.
Baseando em nossos resultados, acreditamos que o mesmo poderia estar acontecendo com
as células CD4". O grupo CARD também apresentou propor¢io estatisticamente menor de
células T CD4"CD62L"/CD62L" quando comparado ao grupo NI no contexto ex vivo. Jd em
cultura na presenca de EPI a razio de células T CD4*CD62L""/CD62L" também foi
menor, confirmando os resultados apresentados anteriormente demonstrando que pacientes
CARD apresentaram mais células ativadas do que os individuos NI. Estudo em modelo
experimental mostrou que células T de camundongos infectados pelo T. cruzi apresentam
diminui¢ao significativa de CD62L, sugerindo que estas células seriam funcionalmente de
memoria (MARTIN & TARLETON, 2005).

A andlise dos dados de células T CD8" apresentando os fendtipos CD62L"E" ¢
CD62L" ndo apresentou nenhuma diferenca estatisticamente significativa, nos contextos ex
vivo ou em cultura. Estes achados sao interessantes uma vez que reforcam que estas células
poderiam sofrer ativagdo rapidamente e migrariam para o foco inflamatério, ndo sendo
encontradas em grande quantidade no sangue periférico. DOS SANTOS et al. (2001)
mostraram que a maioria das células CD4 e CD8 em infiltrados cardiacos, ndo expressa ou
expressa pouco CD62L, ou seja, ha mais células ativadas no foco inflamatério, e que ha
mais células T CD8" no tecido que estdo ativadas (cardiaco e esplénico) do que células T
CD4". Virios trabalhos mostram que células T ativadas presentes no tecido cardiaco de

camundongos infectados pelo 7. cruzi expressam LFA-1 (CDI11a,CD18). Portanto, a



interacdo LFA-1/ICAM-1 parece contribuir para o estabelecimento do dano tecidual (DOS
SANTOS et al., 2001). Estudos realizados em lesdes do coragdo de pacientes portadores da
doenca de Chagas mostraram que a maioria dos linfécitos apresenta alta expressdao de LFA-
1, sugerindo que a expressao desta molécula juntamente com a expressdo de CD44 e VLA-
4, moléculas importantes para a ativacdo celular contribui para a progressdo da reacao
inflamatéria local (REIS et al., 1993).

Além de marcador da ativagdo celular, muitos trabalhos consideram que a expressao
da molécula CD62L seja essencial para migracdo de linfocitos para os linfonodos,
juntamente com a expressdo de CCR7 (BRADLEY er al., 1994, BUTCHER et al., 1996,
GUNN et al., 1999, GUARDA et al., 2007). CCR7 € um receptor de quimiocina importante
no controle da migragdo celular para focos inflamatdrios. Portanto, a expressao do receptor
de quimiocina CCR7 foi avaliada a fim de se conhecer o perfil de células T CD4" e CD8*
na doenca de Chagas para entendermos melhor se as células presentes no sangue periférico
estdo migrando para os linfonodos, células CCR7" ou para o foco inflamatdrio, células
CCRT7. A avaliacdo dos dados mostrou que pacientes portadores da forma clinica IND
possuem um percentual significativamente menor de células CD4"CCR7" em relacdo aos
pacientes CARD e individuos NI tanto quando avaliadas ex vivo como apds cultura na
presenca de antigenos de EPI, e significativamente menor que individuos NI. Portanto,
pacientes portadores da forma clinica IND apresentaram menor percentual de células T
CD4" migrando para 6rgios linféides secunddrios do que pacientes CARD e individuos NI.
Esses achados corroboram com os de ZIEGLER et al. (2007), que descrevem que além da
funcdo de migracdo celular, a molécula CCR7 possui a funcdo de modulacdo da
proliferacdo celular, experimentos realizados em nosso laboratério (dados nao mostrados)
mostram que células do sangue periférico de pacientes IND apresentaram maior
proliferacao celular, quando comparando aos outros grupos. ZIEGLER et al. (2007) ainda
descrevem que CCL19 € capaz de desacelerar continuamente a divisdo de células T CCR7",
0 que seria consistente com uma proliferacdo celular debilitada.

Quando avaliamos os dados relativos a andlise da populacdo de células CD8"CCR7*
foi observado que, ex vivo, o grupo de pacientes CARD apresentou um percentual
significativamente menor dessa populacdo celular do que o grupo IND, indicando que ha

um menor percentual de células migrando para SLO’s. Pode-se perceber que o percentual



de células TCD8" primadas (CCR7) é superior do que de células ndo primadas (CCR7")
em células de pacientes portadores da forma clinica CARD, sugerindo que h4d maior
niimero de células TCD8" migrando para o tecido cardiaco nesse grupo. Porém, a avaliagio
dos dados relacionados somente ao marcador CCR7 pode ser inconclusiva, talvez pelo fato
da molécula CCR7 nao ser um bom marcador de evolucao clinica da doenga, ou ainda o
tamanho amostral desse trabalho ser insuficiente para tal avaliacdo. Portanto, é de grande
importancia a avaliacdo do perfil de maturacdo das células T CD4" e CD8", além dos
marcadores de migracdo e ativacdo, ja que a recirculacdo linfocitdria depende da expressao
de uma serie de moléculas por estas células.

A maioria das células T maduras periféricas estdo em repouso e podem ser divididas
em células virgens e de memoria. Esta divisdo € baseada na resposta a antigenos em uma
resposta secundéria. Além da atividade funcional, varios marcadores foram identificados
que permitem distinguir essas populagdes. As células T virgens, que ndao encontraram
antigeno, expressam altos niveis de CD45RA e L-selectina em sua superficie, € nio
expressdo os marcadores de ativagdo CD25, CD44 ou CD69 (LINTON et al., 1997). Ao
contrério, as células T de memoria, que foram previamente estimuladas pelo antigeno uma
ou vdrias vezes, expressam altos niveis de CD45RO e baixos niveis de L-selectina (CROFT
etal., 1992).

A andlise de CD45, uma tirosina fosfatase transmembrana essencial na ativacao de
célula T, foi realizada em sangue total de pacientes portadores das formas IND e CARD e
de individuos NI. Os resultados mostraram que o percentual de células expressando niveis
elevados de CD45RA (CD45RAME") de pacientes IND foi estatisticamente menor do que
em células dos individuos NI no contexto ex vivo. Apesar de nao ser encontrada diferenca
estatisticamente significativa entre os CARD e NI, pode-se observar que hd uma tendéncia
a menor percentual de células T CD4*CD45RA™" em pacientes na fase cronica da doenca
de Chagas. A avaliacio dos dados de células T CD8" expressando niveis elevados de
CD45RA (CD45RA™E") mostraram que os pacientes portadores da forma cronica da doencga
de Chagas possuem uma tendéncia a apresentar um menor percentual dessas células ex
vivo, enquanto apos cultura € encontrada uma diminuicao estatisticamente significante em
relacio ao grupo NI. Esses dados sdo confirmados por DUTRA ef al. (1994), que

observaram o mesmo perfil da expressdao da molécula CD45RAME" tanto em células T



CD4" quanto em CDS8*, quando avaliaram sangue total de pacientes na fase cronica da
doenca. Em modelo experimental, GRISOTTO et al. (2001) demonstraram que células T
CD8" de baco de camundongos apresentavam menor expressdo de CD45RA comparado a
células de camundongos do grupo controle. A reduc¢do da expressio de CD45RA ¢
resultado da troca isoforma de baixo peso molecular de A para C de CD45 que se associa
facilmente com o complexo TCR (DIANZANI et al., 1990, LEITEMBERG et al., 1996;
1999), e ocorre em linfécitos T podendo facilitar a sinalizagdo de TCR. A isoforma C
permite a ativacao celular por menores quantidades de antigeno e de co-estimulaciao do que
€ necessdrio para a isoforma A (IEZZI et al., 1998). A avaliacdo da razdo do valor absoluto
mostrou que o grupo IND possui mais células T CD4*CD45RA™ do que CD45RA™ ou
CD45RAM no contexto ex vivo, confirmando os achados na avaliacdo do percentual
dessas células significando que as células T de pacientes portadores da forma cronica
necessitam de menor concentra¢io antigénica para serem estimuladas.

A avaliagdo de células T CD4" expressando CD45RO™" mostrou que o grupo IND
possui percentual maior quando comparado ao grupo NI nas culturas sem estimulo
antigénico. Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa, pode-se observar
que os grupo IND e CARD apresentaram uma grande variacdo com um numero grande de
individuos com um maior percentual de células de memoéria do que o grupo NI nos
contextos ex vivo e apOs cultura na presenca de antigenos de EPI. Diversos estudos
mostram como a alteracdo da expressao de CD45RO pode provocar profundos efeitos nas
funcdes do sistema imune e desenvolvimento de doencas (DAWES et al., 2006,
HERMINSTON et al., 2003, PENNINGER et al., 2001, DIANZANI et al., 1990,
LEINTEMBERG et al., 1996; 1999). ANTONELLI et al. (2004) defendem que os niveis
de expressao de CD45RO podem ser usados como prognéstico da atividade intensa das
células T antigeno-especificas em responder a infec¢ao por Leishmania tanto pela producao
de IFN-y quanto de 1L-10.

As células T de memoria podem ser divididas em duas sub-populagdes, baseando-se
em suas heterogeneidades, fungdes efetoras e resposta ao antigeno ou a citocinas. De
acordo com o modelo proposto por LANZAVECCHIA e SALLUSTO (2000) a memoria
protetora € mediada por células de memoria efetoras (Tgm), que migram para tecidos

periféricos inflamados e possuem imediata funcdo efetora, enquanto a memoria reativa é



mediada pelas células de memodria central (Tcy), que migram para 6rgdos linféides
secunddrios e possuem nenhuma ou pouca fungdo efetora, porém, proliferam e se
diferenciam rapidamente em células efetoras em resposta a estimulacdo antigé€nica
(SALLUSTO et al., 2004).

As células Tcy humanas expressam CD45RO juntamente com as moléculas CCR7 e
CD62L, dois receptores importantes para o extravasamento para a migracdo das células T
para 6rgdos linféides secunddrios (CAMPBELL et al., 1998, FORSTER et al., 1999).
Quando comparada as células T virgens, Tcm possuem alta sensibilidade a estimulagao
antigénica, sdo menos dependentes da co-estimulacdo e fornecem “feedback’ estimulatério
eficiente para células dendriticas e células B.

Neste trabalho foi avaliada a expressio das moléculas CD45RA e CD45RO
juntamente com o receptor de quimiocina CCR7, a fim de se conhecer o perfil das
populacdes virgem, Tcym € Tey em sangue total de pacientes portadores da fase cronica da
doenca de Chagas e os comparados aos de individuos ndo infectados. A avaliagdo dos
dados de células T CD4" virgens, ou seja, apresentando o fenétipo CD45RAME"CCRT,
demonstrou que os grupos de pacientes portadores da fase cronica IND e CARD
apresentaram um percentual menor dessas células quando comparado ao grupo NI, tanto no
contexto ex vivo como em cultura. Esses resultados corroboram com os dados encontrados
neste trabalho, onde a avaliacdo somente da molécula CD45RAME" mostra que esses
pacientes possuem menor percentual de células virgens.

Quanto 2 avaliacdo das células T CD8*CD45RA"®CCR7", mais uma vez os grupos
IND e CARD apresentaram percentual significativamente menor dessas células quando
comparado ao grupo NI no contexto ex vivo. O perfil se mantém semelhante apds cultura na
auséncia e na presenga de antigenos de EPI, porém sem diferenca significativa. Esses
resultados confirmam aqueles apresentados anteriormente, sugerindo que pacientes
portadores da fase cronica da doenca de Chagas possuem menor percentual de células
virgens, sendo ativadas por concentracdes menores de antigenos, se ligando mais
facilmente ao complexo TCR (GRISOTTO et al., 2001, DIANZANI et al., 1990,
LEINTEMBERG et al., 1996, 1999, IEZZI et al., 1998).

Quando avaliadas as células T CD4" de memoéria central apresentando o fendtipo

CD45RA CCR7", pode-se observar que pacientes CARD apresentaram percentual



significativamente menor dessas células quando comparados aos pacientes IND apods
cultura celular sem estimulo. O mesmo perfil foi observado no contexto ex vivo, porém sem
diferenca estatisticamente significativa. E importante ressaltar que o grupo IND
apresentava a mediana de 20% dessas células no contexto ex vivo, sendo que apds
estimulagdo dessas células por antigenos soliveis de EPI a mediana passa para 10%,
demonstrando a répida capacidade de se tornarem células efetoras apds o reencontro com o
antigeno. O dominio extracelular CD45 € altamente polimérfico em vertebrados. Vale
ressaltar que as variantes do polimorfismo humano que alteram a expressao da isoforma de
CD45 estd associada com doengas autoimunes e infecciosas, estabelecendo CD45 como um
importante imunomodulador com significativa influéncia no desenvolvimento da doenca
(TCHILIAN & BERVERLEY, 2006).

A avaliacdo das células CD4" de memdria central, porém apresentando o fen6tipo
CD45RO™"CCR7*, mostraram que pacientes CARD  possuem percentual
significativamente maior quando comparados aos individuos NI no contexto ex vivo.
Contudo, apds cultura na presenca de estimulo, pacientes do grupo IND apresentaram
maior percentual dessas células enquanto o grupo CARD apresentou menor percentual
dessas. Avaliando a mesma subpopulacdo dentro do mesmo contexto, agora dentro de
células CD8", observa-se que os grupos IND e CARD apresentaram percentual
significativamente maior dessas células do que o grupo NI.

Quando avaliadas as células T CD8" de memoria efetora, apresentando o fendtipo
CD45RO™®CCR7, observa-se que o grupo CARD apresentou uma tendéncia a maior
percentual dessas células no contexto ex vivo. Em modelo experimental, MARTIN &
TARLETON (2005) demonstraram que as células T CD8" antigeno-especificas mantém o
fenétipo de Tgy durante a persisténcia do 7. cruzi. Estudos com pacientes infectados por
HIV e LCMV (Virus da Coriomeningite Linfocitica) mostraram um resultado interessante
que sugeriam que as células passavam pelo processo de diferenciacdo: virgem — Ty —
Tem (APPAY et al., 2002, CHAMPAGNE et al., 2001). Contudo, outros dados sugerem
que as células Tcy e Tem na verdade sdo subpopulacdes independentes, baseadas no
ambiente da geracdo da citocina ou na regido anatomica de ativagdo e podem ser mantidas
independentemente (MASOPUST and LEFRANCOIS, 2003, MANJUNHATH et al., 2001,
BARON et al., 2003). Finalmente, outros estudos na infec¢do por LCMV mostram que as



células Tcym proliferam e/ou convertem para Ty apds a reexposi¢do ao antigeno,
conduzindo a um novo modelo de diferenciacio da célula T CD8": virgem — Tgy — Teum
(WHERRY ef al., 2003). Porém os dados neste trabalho sugerem que o modelo de
diferenciacao seja virgem — Tcy — Tgm, como descrito (APPAY et al., 2002,
CHAMPAGNE et al., 2001).

As citocinas IFN-y e IL-10 t€m sido estudadas intensamente na doenca de Chagas a
fim de se conhecer o perfil de sua secrecdo, quais as principais populacdes envolvidas na
producdo, sua relacdo com o desenvolvimento da patologia ou regulacdo da resposta
imune. Alguns estudos evidenciam um papel duplo do IFN-y na doenca de Chagas
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000; GOMES et al., 2003). Esta dupla atividade é observada
em diferentes estdgios da infec¢do (aguda e cronica) e sobre um contexto diferente da
resposta imune do hospedeiro, principalmente na presenga ou auséncia de tratamento. Tem-
se demonstrado que durante a fase aguda da infeccao, o IFN-y pode contribuir para eliminar
o parasito, como demonstrado na infeccdo experimental (MICHAILOWSKY et al., 1998).
Por outro lado, durante a fase crdnica esta citocina pode exacerbar a resposta imune com
uma producdo ndo controlada de IFN-y no tecido cardiaco podendo promover a destrui¢do
do miocédrdio (TARLETON et al., 1999; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2000). SOARES et al.
(2001) investigaram o papel do IFN-y na patologia da infeccdo experimental pelo 7. cruzi
utilizando camundongos BALB/c deficientes de IL-4 (IL-4-/-), os quais apresentam
resposta do tipo 1 acentuada. A infec¢do destes camundongos com a cepa Colombiana
levou a uma menor parasitemia e parasitismo tecidual que a infeccdo de camundongos
selvagens (IL-4+/+). Estes achados correlacionaram menor parasitismo tecidual com a
producdo de IFN-y, uma vez que camundongos IL-4-/- apresentavam niveis mais elevados
desta citocina que os camundongos IL-4+/+. No entanto, camundongos IL-4-/-
apresentavam uma miocardiopatia mais precoce € mais intensa que os camundongos IL-
4+/+, sugerindo que o IFN-ytem papel duplo na infec¢do chagdsica: um efeito protetor,
controlando o parasitismo e, por outro lado, intensificando a inflamacdo cardiaca no
decorrer da infeccdo (SOARES et al., 2001). IFN-y € a citocina mais freqiientemente
identificada em células inflamatdérias presentes em tecidos de pacientes chagasicos
cardiacos obtidos de autdpsias de coracdo (REIS et al., 1997). Tem sido observado também

que pacientes CARD e IND podem produzir niveis diferenciados de IFN-y induzidos por



estimulos relacionados a infeccdo (ABEL et al., 2001). Assim, estes autores sugerem que
um perfil de resposta do tipo 1 (produgdo vigorosa de IFN-y) encontrado em linhagens de
células do infiltrado inflamatério cardiaco de pacientes apresentando a forma clinica
CARD, poderia ter papel importante no desenvolvimento da miocardiopatia. Neste trabalho
encontramos uma maior produciao de IFN-y em cultura de sangue total de pacientes CARD
quando comparados aos demais grupos avaliados, confirmando os achados de nosso grupo
onde na fase cronica IFN-y tem sido associado com a patologia cardiaca.

Por outro lado, tem-se demonstrado que a IL-10 apresenta papel importante em
antagonizar a atividade de IFN-y na infeccdo experimental pelo 7. cruzi (SILVA et al.,
1992). Sabe-se que a IL-10 tem atividade inibitéria sobre a ativacdo de macréfagos,
incluindo a morte intracelular do 7. cruzi in vitro mediada por IFN-y. Esta atividade tem
sido associada a susceptibilidade a infec¢do pelo 7. cruzi (SILVA et al.,1992). GOMES
(2002) sugeriu que a produgdo de IL-10 pode ter um papel importante em regular a resposta
excessiva do tipo 1 induzida pelo 7. cruzi, inibindo a ampliacio de danos teciduais
causados pela inflamag¢do. Observamos que pacientes IND apresentaram niveis mais
elevados de IL-10 em relacdo aos individuos NI e pacientes CARD, corroborando os
resultados encontrados por GOMES et al. (2003). Assim, a presenca de IL-10 nestes
individuos teria papel importante em proteger o hospedeiro contra uma resposta do tipo 1
desregulada impedindo assim um dano tecidual que poderia ocorrer mais tardiamente.

Contudo, a avaliacdo da secrecdo das citocinas IFN-y e IL-10 foi realizada com o
objetivo de conhecer o perfil da produ¢io dessas citocinas por células T CD4" e CD8"
virgens (CD45RAhigh) e de memodria (CD45ROhigh). Quanto a avaliagdo de células T
CD4*'CD45RAME" expressando a citocina IFN-y, pode-se observar que os grupos IND e
CARD apresentaram maior percentual dessas células secretando esta citocina quando
comparado ao grupo NI apds cultura na presenca de antigenos de EPI, porém somente o
grupo IND apresentou diferenca significativa. Podemos observar ainda, que pacientes IND
e CARD apresentaram tendéncia a um maior percentual dessas células secretando IL-10
quando comparado aos individuos NI, ap6s cultura.

Quanto 2 avaliacdo das células T CD8'CD45RA™" observa-se que o grupo CARD
apresentou percentual significativamente maior dessas células secretando IFN-y, apds

cultura. Apesar de ndo temos observado diferenca estatisticamente significativa, o grupo



IND apresentou um maior percentual dessas células secretando IL-10. BURREAU et al.
(2002), avaliando PBMC de individuos NI estimuladas com antigenos de L. guyanensis,
demonstraram que células T CD8'CD45RA™ produtoras de IFN-y sio CD62L'CCR7,
enquanto aquelas produtoras de IL-10 sdo células T CD4"CD45RA*CD62L"CCR7".

Provavelmente essas células ndo sao “virgens puras” (SWAIN & BRADLEY,
1992), j4 que elas exercem uma das principais funcdes efetoras, que € a secrecdo de
citocinas. Sendo assim, é provdvel que o marcador CD45RAM® seja insuficiente para
identificar as células virgens. As células encontradas neste trabalho talvez estejam em Tho,
sendo capazes de produzir um repertdrio extenso de citocinas, sendo consideradas como
células efetoras “primdrias”. Esses dados sugerem que a troca da isoforma CD45RA para
CDA45RO seja de efeito tardio, perdendo outras moléculas de ativagdo anteriormente a este
evento. Outro estudo demonstra que as células virgens T CD4" respondem eficazmente ao
antigeno, medido pela proliferagcdo e secrecdo de IL-2 (CROFT et al., 1992).

Nosso grupo também tem demonstrado que na doenca de Chagas, pacientes do
grupo CARD desenvolvem uma forte resposta contra antigenos do 7. cruzi, com secre¢ao
de altos niveis de IFN-y e baixos niveis de IL-10 (GOMES et al., 2003). Apesar de
observamos que pacientes CARD apresentam mais células T CD8*CD45RAM" secretando
esta citocina, outros mecanismos que podem estar envolvidos no desenvolvimento da
miocardite chagdsica precisardo ser estudados em maior detalhe.

A avaliacio de células T CD4*CD45ROM&" secretando citocinas mostrou que
pacientes IND e CARD apresentaram percentual significativamente maior dessas células
secretando IFN-y quando comparado aos individuos NI apds cultura na presenca de EPIL. Os
grupos IND e CARD também apresentaram maior percentual dessas células secretando IL-
10 quando comparando ao grupo NI apdés cultura. ANTONELLI er al. (2004)
demonstraram que PBMC de pacientes infectados por L. braziliensis apresentavam alta
freqiiéncia de células T CD4" de meméria produzindo citocinas, tanto inflamatéria (IFN-y)
quanto reguladora (IL-10).

Quanto 2 avaliacdo de células T CD8*CD45R0O™¢" secretando IL-10, observa-se que
o grupo CARD apresentou tendéncia a elevacdo desse percentual quando comparado aos
outros grupos. Isso sugere que a secrec¢ao da citocina IL-10 por células CTL’s de memoria

pode ndo ter um efeito protetor no grupo CARD como tem sido observado em pacientes



IND. Porém, a produgdo de IL-10 observada nessa populagdo pode ndo ser suficiente para
inibir o efeito do IFN-y secretado por outras populacdes celulares, como descrito em alguns
trabalhos (ABEL et al., 2001, GOMES et al., 2003).

Resumidamente, podemos observar que pacientes IND apresentaram menor
expressdo de CD62L"" em células T CD4*, enquanto os pacientes CARD apresentaram
maior percentual de células ativadas (CD62L"). Além disso, pacientes IND apresentaram
menor expressdo de CCR7" em células CD4", enquanto os pacientes CARD apresentaram
menor expressdo dessa molécula em células CD8". Mostrando que os pacientes IND
apresentam menor percentual de células T CD4" migrando para linfonodos, e os pacientes
CARD apresentam menor percentual de células T CD8" para esses locais.

A avaliagdo das células virgens e de memoria mostra que pacientes IND e CARD
apresentaram menor percentual de células T CD4* e CD8" virgens CD45RA"" ¢ maior
percentual de células de meméria CD45RO™E" quando comparados a individuos NI J4 a
avaliacdo dos dados de Tcy e Tgm demonstra que pacientes IND apresentaram maior
percentual de células T CD4" de memdria central e efetora e de células T CD8" Tcy, porém
pacientes CARD além de apresentarem percentual maior de células T CD4" Tcy e Tewm,
possuem maior nimero de células T CD8" Tgm. Isso sugere que as células T CD8" de
memdria efetora parecem estar envolvidas no desenvolvimento da miocardite chagésica.

Apesar dos pacientes portadores da forma cronica apresentarem perfis semelhantes
quanto a producdo de citocinas na maioria das subpopulacdes celulares, pode-se observar
que os pacientes da forma clinica IND possuem mais células T CD8'CD45RAME"
secretando IL-10, enquanto pacientes CARD possuem mais células T CD8*CD45RAME"
secretando IFN-y. Essa alta produgdo da citocina IL-10 pelos pacientes da forma cronica
IND poderia estar associado a susceptibilidade celular ao parasito, jA que estd citocina
impede a morte dos parasitos, regulando os efeitos inflamatérios induzidos pela resposta
imune do hospedeiro. Por outro lado, a alta secrecdo de IFN-y por pacientes CARD poderia
estar associada ao desenvolvimento da miocardite chagdsica, através da diminui¢do da
parasitemia e exacerbagao da resposta imune.

O papel da migracdo e ativacdo dessas células na infec¢do experimental pelo T.
cruzi € na doengca de Chagas ainda ndao foi completamente estabelecido, neste estudo

observamos diferencas fenotipicas importantes quando comparamos os grupos IND e



CARD e também comparados ao grupo NI, sugerindo que mecanismos reguladores possam
estar atuando de maneira distinta nas diferentes formas clinicas da doengca de Chagas,
permitindo que o grupo CARD desenvolva a patologia e o grupo IND ndo possuindo
nenhum acometimento. No entanto, sabemos que alteracdes no balangco de citocinas
secretadas acarretam em mudancas significativas da resposta imune relacionada ao
desenvolvimento da patologia chagésica que, juntamente com a participagdo de
mecanismos de interagdo celular ainda nao identificados, determinam a direc@o e o efeito

da resposta imune no individuo infectado pelo 7. cruzi.



CONCLUSAO



Os resultados apresentados neste trabalho mostram que células T CD8*CD45RA™e"
apresentam efeitos distintos nas formas clinicas da doenca e estdo possivelmente
envolvidas na inducdo dos mecanismos de evolu¢dao da doenca mediados por IFN-y. Os
dados sugerem ainda que a menor expressdo de CD62L por células T CD4*, maior niimero
de células T CD8" de memdria central associado a maior secreciio de IL-10 células T CD8*
por pacientes IND tem papel importante na protecdo de hospedeiro contra uma resposta

inflamatoria exacerbada.
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