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LORENA, Virginia Maria Barros de. Investigacao de marcadores imunolégicos na
doenca de Chagas utilizando os antigenos recombinan  tes CRA e FRA de
Trypanosoma cruzi. 2009. Tese (Doutorado em Saude Publica) — Centro de
Pesquisas Aggeu Magalh&es, Fundacéo Oswaldo Cruz, 2009.

RESUMO

As manifestacdes clinicas da doenca de Chagas humana estdo associadas com as
distintas e complexas relagdes parasito-hospedeiro que envolvem diretamente o
sistema imune. Nesse contexto, nos propomos analisar a relacdo entre a producéo
de citocinas intracitoplasmaticas apos estimulo in vitro com o0s antigenos
recombinantes CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) ou FRA (Flagellar Repetitive
Antigen) de Trypanosoma cruzi e as formas clinicas crbnicas cardiaca e
indeterminada da doenca de Chagas. O grupo de pacientes chagasicos consistiu de
39 individuos portadores: forma cardiaca sem dilatacdo cardiaca (FC1) (n=15);
forma cardiaca com dilatacdo cardiaca (FC2) (n=15) e forma indeterminada (FI),
selecionados no Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario
Oswaldo Cruz da Universidade de Pernambuco. O sangue total destes individuos
foram submetidos a cultura na presenca de CRA ou FRA por 1 dia e citocinas
intracitoplasmaticas produzidas por linfocitos e mondcitos foram analisadas através
da citometria de fluxo. Nossos resultados mostraram que IFN-y e TNF-a produzidas
por linfocitos T CD8+ apos estimulo in vitro com o CRA foi capaz de diferenciar os
pacientes chagasicos portadores da FC2 dos pacientes portadores da FC1 e da Fl,
podendo ser consideradas marcadores imunoldgicos da forma clinica cardiaca da
doenca de Chagas. ApGs estudo prospectivo de individuos portadores da Fl e FC1,
essa ferramenta poderia ser utilizada no seguimento das intervencgdes terapéuticas,
melhorando a qualidade de vida do paciente.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Citocinas, Marcadores Imunolégicos,
Antigenos Recombinantes



LORENA, Virginia Maria Barros de. Investigation of immunological markers in
Chagas’ disease using the CRA and FRA recombinant a ntigens of
Trypanosoma cruzi. 2009. Thesis (Health Public PhD) — Center of reaches Aggeu
Magalhdes, Oswaldo Cruz Fundation, 2009.

ABSTRACT

The manifestations in human Chagas' disease are associated with distinct and
complex host-parasite relationships, which are directly involved with the immune
system. In this context, we proposed to analyze the relationship between the
production of intracytoplasmic cytokines after in vitro stimulation with recombinant
antigens CRA (Cytoplasmatic Repetitive Antigen) or FRA (Flagellar Repetitive
Antigen) from Trypanosoma cruzi and the clinical forms of chronic cardiac and
indeterminate Chagas' disease. The group of chagasic patients was consist of 39
individuals: cardiac form without cardiac dilatation (FC1) (n=15), cardiac form with
cardiac dilatation (FC2) (n=15) and indeterminate form (FI) (n=9) selected in the
Chagas’ disease Ambulatory of Oswaldo Cruz University Hospital of Universidade de
Pernambuco. The whole blood’s samples of the patients were submitted to culture in
the presence of CRA or FRA during one day. The intracytoplasmic cytokines
produced by lymphocytes and monocytes were analyzed by flow cytometry. Our
results showed that IFN-y and TNF-a, which were produced by CD8+ T lymphocytes
after in vitro stimulation with CRA, was able to differentiate between chagasic
patients carrying the CF2 of CF1 and IF. This cytokines could be immunological
markers of clinical cardiac form of Chagas’ disease. After a prospective study of
patients from the IF and CF1, this tool could be used in monitoring the therapeutic
interventions, improving quality of life.

Keywords: Chagas’ disease, Cytokines, Imunological Markers, Recombinant
Antigens
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiolégicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, causada pelo protozoério flagelado Trypanosoma
cruzi, € um grave problema endémico que afeta milhdes de pessoas na América
Central e na América do Sul. A forma classica de transmisséo é a vetorial, através
de insetos hematofagos, conhecidos como barbeiros. Porém, varias sdo as formas
de transmissdo da doenca. Dentre elas, a mais importante € a transmissao
transfusional em paises onde a doenca ndo é considerada endémica (WENDEL,
1998). Outras formas de transmisdo sao a via congénita, via oral, transplante de
orgdos contaminados, aleitamento materno e acidentes de laboratério.

Nas ultimas décadas, a doenca expandiu-se por varios paises nao
endémicos em virtude dos movimentos migratorios. O crescente numero de
individuos infectados e o risco real de contaminagdo por transfusées sanguineas
(DIAS et al., 2002) foram determinantes para a criagdo da Comissao
Intergovernamental de Doenga de Chagas, em 1991. Formada por paises do Cone
Sul, a comissao tinha o propdsito de elaborar um plano de acao para a eliminacao
do vetor e para a interrupcao da transmissao por via transfusional (SILVEIRA, 2002).
Desde entdo, métodos para eliminar o Triatoma infestans, principal vetor da doenca,
como o uso de inseticidas, e praticas para melhorar a qualidade da triagem de
sangue vém sendo utilizados.

No entanto, apesar dos avancos alcancados no controle da transmisséo
natural da doenca, a prevaléncia nos paises da Ameérica Latina é de 12 milhdes de
casos e cerca de 28 milhdes de pessoas estdo sob o risco de contrair a doenca
(DIAS et al., 2008).

Com o controle mais frequente da transmissao por hemotransfusao e
transmissao vetorial, a transmissdo transplacentaria maternofetal tem assumido
posicdo mais relevante (DUARTE, 2003; FIGUEIRO-FILHO et al., 2007). Na América
Latina, a referida transmisséo apresenta incidéncia variando de 0 a 11% (DUARTE,
2003), justificando a pesquisa da infeccao pelo T. cruzi em gestantes nos exames

pré-natais e em recém-nascidos filhos de mées chagasicas. Além disso, em nosso
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pais, varias ocorréncias recentes de surtos por transmissdo oral tém sido
documentadas quase sempre se registrando a presenca de vetores e/ou
reservatorios infectados nas imediacdes do evento (SHIKANAI-YASUDA et al., 1991;
VALENTE et al., 1999; STEINDEL et al., 2008), levantando a preocupacéo sobre o
ressurgimento da doencga no Brasil nos proximos anos.

Ainda nao existe uma quimioterapia segura para o tratamento da doenca.
Os tradicionais antiparasitarios, nifurtimox e benzonidazol, sdo parcialmente eficazes
apenas na fase aguda da infeccao (CANCADO, 1985), e o potencial de cura
parasitolégica é dependente do tipo de cepa albergada pelo hospedeiro (ANDRADE
et al., 1985), podendo ainda provocar diversos efeitos colaterais, tais como eritema
mobiliforme (farmacodermia), polineuropatias, queixas digestivas do tipo nauseas e

vomitos, astenia, mal-estar geral, entre outros.

1.2 Aspectos clinicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas é dividida em duas fases: aguda e crbnica. A fase
aguda, que pode durar de um a trés meses apoés a infeccdo, € caracterizada por
uma intensa parasitemia. Esta fase pode ser sintoméatica ou assintomatica e inicia-se
apos o periodo de incubacédo que varia de quatro a dez dias quando a transmissao é
vetorial (CHAGAS, 1916). Geralmente, quando sintomatica, o individuo pode
apresentar febre, mal-estar, anorexia e cefaléia. Os sinais de porta de entrada do
parasito (sinal de Romafa e chagoma de inoculacdo) e manifestacdes sistémicas
(hepatomegalia, esplenomegalia, edema, alteracbes nervosas, comprometimento
cardiaco) também podem estar presentes (HUGGINS, 1996). Porém, na maioria dos
individuos, a fase aguda é imperceptivel devido a escassez ou auséncia de
manifestacdes clinicas.

A fase crbnica da doenca inicia-se cerca de dois a quatro meses apés o
final da fase aguda. Este periodo é marcado pela escassez de parasitos no sangue
e pelos elevados niveis de anticorpos. Geralmente, o individuo chagasico
permanece por um longo periodo de laténcia clinica chamada de forma
indeterminada (Fl), que pode durar de dez a trinta anos ou por toda a vida do

doente. Ao final deste periodo, os individuos infectados podem ou ndo apresentar
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manifestacbes relacionadas ao envolvimento de érgdos como o coracédo, esodfago,
cOlon e/ou sistema nervoso, caracterizando as formas clinicas sintomaticas da
doenca de Chagas (PRATA, 2001).

No entanto, a evolucéo clinica dos individuos chagasicos nao € previsivel.
A maioria dos pacientes (cerca de 50-60%) permanece portador da forma
indeterminada (Fl), e ndo apresentam sintomatologia relacionada com o coracdo e o
sistema digestivo. Cerca de 20-30% dos individuos infectados desenvolvem a forma
cardiaca (FC), caracterizada pela cardiomiopatia chagasica, e 8-10% apresentam a
forma digestiva (FD), caracterizada por varios graus de alteracbes anatbmicas e
funcionais do esb6fago e/ ou do colon (DIAS, 1989). Menos freglientemente, ha
alteracdes no sistema nervoso, caracterizando a forma clinica nervosa da doenca.

Em virtude da auséncia de sintomas entre os pacientes chagasicos
portadores da Fl, a descoberta da doenca ocorre geralmente através da realizagéo
de provas sorolégicas por ocasido de inquéritos epidemiolégicos em areas
endémicas, triagem para doacfes de sangue ou Orgaos e ainda na avaliacdo para
admissdo em empresas. Neste caso, a identificacdo de infeccdo pelo T. cruzi
poderia prejudicar ou até mesmo provocar a recusa desses individuos durante o
processo de admissao ao emprego.

A Fl desperta grande interesse entre médicos e pesquisadores, pois &
nesta fase que parece se determinar a evolucdo do paciente chagasico. Este
aspecto da evolucdo da Fl para as formas clinicas sintomaticas ainda é muito
obscuro. Em razao dos questionamentos sobre a evolugéo do doente portador da Fl,
a comunidade médica ainda ndo possui uma conduta terapéutica universal.

O diagndstico clinico nos pacientes chagasicos € bastante limitado. De
acordo com os critérios estabelecidos pela OMS, os pacientes portadores da FI
possuem eletrocardiograma e exames radiologicos do térax, esbéfago e célon
normais (WHO, 2002). Embora, essas técnicas convencionais sejam rotineiramente
utilizadas para caracterizar as formas clinicas da doenca de Chagas, elas possuem
limitacbes na deteccdo de alteracBes precoces da funcédo cardiaca e digestiva.
Assim, quando se quer avaliar mais profundamente o estado clinico do individuo,
outras técnicas mais sensiveis devem ser utilizadas.

Métodos propedéuticos néo-invasivos e invasivos tém detectado
alteracdes no coracdo e/ou no tubo digestivo de alguns dos pacientes chagasicos

portadores da FI (OLIVEIRA JR., 1996). Porém ainda € questionavel a avaliacdo da
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evolucdo para as fases severas da doenca, pois essas técnicas apenas mostram o
estado de saude atual do paciente, ndo tendo o poder de prever quando e para qual
forma clinica crénica o individuo evoluira.

Nesse sentido, investigacdes que elucidem o potencial evolutivo da
doenca de Chagas através de estudos longitudinais em pacientes chagésicos, por
meio do desenvolvimento de marcadores biolégicos ou clinicos das formas clinicas
devem ser assumidas por grupos de pesquisas, a fim de contribuir com novos
estudos de condutas terapéuticas, melhorando a qualidade de vida dos doentes, e

com a garantia dos direitos trabalhistas dos pacientes frente as empresas e ao INSS.

1.3 Marcadores imunoldgicos na doenca de Chagas

Vérios fatores como, por exemplo, a cepa do parasito e seu tropismo
celular, bem como, background genético e a resposta imunoldgica formada pelo
hospedeiro possuem papéis importantes na progressdo da doenca de Chagas
(DUTRA; GOLLOB, 2008). Os aspectos imunoldgicos para entender o porqué da
evolucdo dos pacientes para as distintas formas clinicas da doenca sédo explicados
por duas teorias principais: A primeira postula que a persisténcia do T. cruzi nos
orgaos afetados é a maior causa da patologia, e consequentemente dano tissular
(JONES et al., 1993; VAGO et al., 1996; FUENMAYOR et al., 2005) e; a segunda
postula que processos autoimunes tém importancia fundamental para a destruicdo
dos tecidos (KIERSZENBAUM, 2005; CUNHA-NETO et al., 2006; HYLAND;
ENGMAN, 2006).

Essas teorias podem estar associadas explicando a severidade das
formas clinicas da doenca. Desta forma, os estudos que busquem os fatores
imunologicos que atuam na geracdo e manuntencdo da patologia em individuos que
manifestam as formas severas sdo importantes para o entendimento da infeccao
chagasica. Diversos trabalhos tém demonstrado o envolvimento da imunidade
celular em todas as formas clinicas da doenca de Chagas. No entanto, a patogenia
das lesdes que levam as formas severas da doenca ainda é desconhecida. Estudos

sugerem que a resposta imune do individuo contra o parasito contribui para a
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evolucédo da doenca (DUTRA et al, 1994; GOMES et al, 2003; BARROS-MAZON et
al, 2004).

Neste contexto, o possivel papel dos mecanismos imunes para O
desenvolvimento das formas clinicas severas da doenca de Chagas tem sido
avaliado. Assim, varios grupos de pesquisa tém buscado um padrdo de resposta
imune entre os pacientes chagasicos portadores das diferentes formas clinicas.

Ensaios de proliferacdo celular, utilizando células mononucleares de
sangue periférico (PBMC), foram realizados entre os pacientes chagasicos apos
estimulos com antigenos complexos de formas epimastigotas e tripomastigotas ou
fracOes celulares do T. cruzi. Diferencas na intensidade da resposta proliferativa
entre a Fl e as formas sintomaticas foram reportadas, sugerindo que este padrao de
reatividade imune poderia estar envolvido na patogenia das lesdes tissulares na
doenca de Chagas (DE TITTO et al. 1985; CETRON et al. 1993; BARROS-MAZON
et al. 2004). Porém, outros estudos ndo encontraram diferencas nas respostas
proliferativas entre os pacientes chagasicos portadores da Fl e aqueles portadores
das formas sintomaticas (MORATO et al, 1986; GAZZINELLI et al., 1990;
MICHAILOWSKY et al., 2003; LORENA et al., 2008).

Embora os trabalhos sobre a doenca de Chagas humana sejam escassos,
guando comparado aqueles que utilizam os modelos animais, varios estudos estéo
disponiveis na literatura sobre a resposta imune dos pacientes relacionando com as
formas clinicas crénicas da doenca. Com base nas observag¢des encontradas acerca
destes fatores imunoldgicos, a teoria que mais se aproxima da explicacdo sobre o
desenvolvimento das formas clinicas cronicas cardiaca e indeterminada esta
representada na Figura 1. De forma geral, os individuos que permanecem
assintomaticos sdo capazes de reduzir o niumero de parasitos na fase inicial da
infeccdo e possuem mecanismos regulatorios que limitam o desenvolvimento da
patologia. Por outro lado, individuos que desenvolvem a doencga cardiaca, apesar de
controlar a parasitemia, podem ndo serem capazes de elaborar uma resposta
imunoregulatoria eficiente, persistindo uma resposta inflamatoria duradoura (DUTRA,;
GOLLOB, 2008; DUTRA et al., 2009).
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Figura 1 : Resposta imune nas formas cardiaca e indeterminada da doenca de Chagas.
Fonte: Menezes C. A. S.; Teixeira M. M.; DUTRA W. O., 2009.

Essa proposta de que o dano tissular poderia ser mais severo na
auséncia de mecanismos regulatérios que envolvessem as respostas imunoldgicas
entusiasmou as pesquisas na area da imunologia basica. A auséncia da molécula
co-estimulatoria CD28 em linfécitos T foi estudada por Menezes et al. (2004),
mostrando que essas células, em individuos com a Fl, tém papel de controlar a
resposta inflamatéria através da secrecdo de IL-10. J& em pacientes chagasicos
portadores da FC a presenca de linfécitos T CD28- pode estar relacionada com o
dano cardiaco por secretarem altos niveis de TNF-a. Além disso, a molécula CTLA-4
também foi estudada entre os portadores chagasicos cronicos (SOUZA et al., 2007).
A CTLA-4 reconhece o mesmo ligante que a molécula CD28, mas ao invés de levar
a ativacao celular, leva a modulacdo de respostas de células T. Souza et al. (2007),
mostraram que pacientes portadores da Fl apresentavam niveis de expresssao mais
elevados desta molécula, principalmente em células T CD8, quando comparados
aos portadores da FC.

Nessa mesma linha de investigagdo, foi demonstrado que pacientes
chagéasicos portadores da Fl possuem células T regulatérias, que poderiam ser
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capazes de controlar a atividade citotoxica deletéria por inibir a ativagéo de células T
CD8+ HLA-DR+ (VITELLI-AVELAR et al., 2005). Araujo et al. (2007), mostraram que
portadores da Fl apresentam altos niveis de células T regulatérias CD4+CD25"%"
expressando FoxP3 e IL-10, comparado aos individuos da FC da doenca. Além
disso, Vitelli-Avelar et al. (2008), mostraram um padrdo de citocinas regulatorias
produzidas por células de sangue periférico de individuos portadores da FlI,
contrastando com um perfil de citocinas inflamatérias de pacientes portadores da
FC.

Abordagens para a investigacédo de padrdes de secre¢do de citocinas em
PBMC de pacientes chagasicos tém sido realizadas utilizando antigenos complexos
das formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi. Esses trabalhos
demonstraram que a IL-10 € a citocina secretada por pacientes portadores da Fl. Ja
0s pacientes chagasicos com doenca cardiaca tém maiores niveis de IFN-y (BAHIA-
OLIVEIRA et al, 1998; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003).

Souza et al. (2004) quando expuseram células aderentes obtidas de
PBMC a tripomastigotas vivos, observaram que mondcitos de pacientes com a Fl
estéo relacionados com a producao de IL-10, enquanto mondcitos de pacientes com
a FC expressam TNF-a. Além disso, os elevados niveis de IFN-y estédo
correlacionados com o nivel de severidade do envolvimento cardiaco, sugerindo que
esta citocina poderia estar envolvida com a evolugéo da FC. Por outro lado, a IL-10
poderia estar associada com a protecdo do hospedeiro portador da Fl contra o
desenvolvimento das formas cronicas sintomaticas (GOMES et al., 2003). Diante
desses achados, os autores sugerem que pacientes portadores da Fl, que sé&o
capazes de manter baixos niveis de IFN-y e altos niveis de IL-10, poderiam né&o
desenvolver a doenca cardiaca.

Em contraposicado a esses estudos, Laucella et al. (2004) ao analisarem
as respostas de células T CD8+ especificas a peptideos (derivados de amastigotas
e tripomastigotas) e lisado (de formas amastigotas) de T. cruzi em PBMC de
pacientes chagasicos portadores da FI e em individuos com diferentes niveis de
acometimento cardiaco, mostraram que pacientes com a forma mais severa da
doenca cardiaca apresentaram baixos niveis de IFN-y quando comparados aos

pacientes portadores da Fl.
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Assim, apesar de pouco entendimento sobre 0s mecanismos
imunopatolégicos da doenca de Chagas e, consequentemente, poucos
conhecimentos para predizer a evolucdo para as formas clinicas severas da doenca,
as citocinas secretadas pelas células dos pacientes poderiam ser a chave para o
estabelecimento de marcadores biol6gicos que auxiliassem no progndéstico das
formas graves da doenca.

Porém, a maioria dos estudos para investigacao da resposta imunolégica
de pacientes chagasicos € realizada utilizando preparacfes antigénicas soluveis do
parasito. Essas preparacdes, por apresentarem uma mistura complexa de antigenos,
ndo permitem a detec¢do de uma resposta imune especifica.

O uso de materiais definidos do parasito € claramente um requisito nao
apenas para o desenvolvimento de testes soroldgicos e screening em bancos de
sangue, mas também para a identificacdo de moléculas importantes na interacao
parasito-hospedeiro e nos estudos para o0 entendimento da imunopatologia da
doenca de Chagas (LORCA et al., 1992). Assim, antigenos especificos do T. cruzi
poderiam ter bom desempenho na discriminacdo das formas clinicas crénicas da
doenca de Chagas.

Poucos estudos foram realizados com antigenos purificados do parasito.
Estudo recente mostrou que PBMC de pacientes chagasicos apés estimulo in vitro
com PFR (Paraflagellar Rod Proteins), antigenos derivado da porcéo flagelar do
parasito, secretavam altos niveis de IFN-y e TNF-a, porém, nenhuma diferenca foi
encontrada entre o0s pacientes portadores das formas clinicas cardiaca e
indeterminada (MICHAILOWSKY et al., 2003). Uma resposta predominante de IFN-y
foi relatada em pacientes portadores de cardiomiopatia quando PBMC foram
estimuladas com trans-sialidase (RIBEIRAO et al., 2000), com a proteina
recombinante B13 de T. cruzi (ABEL et al., 2001) e com subfracdes purificadas de
antigeno de tripomastigotas (CUNA et al., 2000).

A Tabela 1 resume os principais achados sobre a resposta imune celular

com secrec¢do das citocinas IFN-y e IL-10 estudada por varios grupos de pesquisas.
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Tabela 1. Estudos realizados sobre a producdo de IL-10 e IFN-y por pacientes chagasicos em
resposta a antigenos de T. cruzi.

Citocinas estudadas

Referéncia Antigenos l\getodoNde IL-10 IFN-y
eteccao
e Maior producéo em Maior produgédo em
Dut;agge; al. EPl e TRIPO Qu;grnlfau(::aé;ao pacientes chagasicos  pacientes chagasicos
(FC e FI) que em NI (FC e FI) que em NI
Corréa- Citometria de Producdo maior em Producdo maior em
Oliveira et al., EPI e TRIPO fluxo pacientes da Fl que pacientes da FC que
1999 em pacientes da FC em pacientes da FlI
c Antigenos brutos Houve producgéo em Producéo especifica
una et al., o . . i
2000 e .pur|f|ca<.jos de ELISA pacientes chagasicos em palcu_antes
tripomastigotas eem NI chagasicos
Ribeir3o et - _ Pro_dugéo maior em
Trans-sialidase ELISA Né&o foi testada pacientes da FC que
al., 2000 i
em pacientes da FI
N&o houve diferenca
entre FC e Fl. No
Abel et al. ] o entanto, pacienfnes FC
2001 ' Proteina B13 ELISA Né&o foi testada tiveram maior
frequéncia de
producédo que
pacientes FI
Gomes et al., N&o houve diferenca N&o houve diferenca
2003 EPle TRIPO ELISA entre FC e FI entre FC e FI
Gomes et al., EP| e TRIPO Citometria de Alta secrecao pelos Alta Secrecao pelos
2003 fluxo pacientes FI pacientes FC
Michailowsky a e Alta producéo em
etal., 2003 PFR ELISA N&o foi detectada pacientes Fl e FC
Souza et al., Tnpomasngotas Citometria de Alta produgao por N30 foi testada
2004 Vivos fluxo pacientes da FI
Alta freqiéncia de
respostas elevadas
Laucella et Li,sados e o em pacientes com a
al. 2004 pepudeos. deT. ELISPOT Na&o foi testada FC leve e baixa
v cruzi freqiiéncia em
pacientes com a FC
severa.
] N&o houve diferenca  Pacientes chagasicos
Crer;gozt al, Antlgenos_ deT. ELISA entre os grupos FC, FI (FD) tiveram maior
cruzi ~
e FD producédo que NI
Araujo et al., Tripomastigotas Citometria de Alta secrecao pelos N&o houve diferenca
2007 Vivos fluxo pacientes FI entre FC e FI.
Alta freqiiéncia de N&o houve diferenca
Vitelli-Avelar TRIPO Citometria de respostas elevadas entre as frequéncias

et al., 2008

fluxo

em pacientes com a
Fl

de producéo entre FC
e FI.

Nota: A classificacdo dos individuos portadores da formas clinicas crénicas cardiaca (FC),
indeterminada (FI), digestiva (FD) e individuos ndo infectados (NI) ndo segue necessariamente 0s
mesmos parametros. No entanto, foi adotada a mesma legenda deste trabalho para melhor
compreenséao dos resultados. Antigenos derivado da forma epimastigota (EPI), antigenos derivado da
forma tripomastigota (TRIPO). Polimerase Chain Reaction (PCR), Enzime-linked immunosorbent
assay (ELISA), Paraflagellar Rod Proteins (PRF)
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1.4 Os antigenos recombinantes CRA e FRAde T. cruzi

Em 1989, Lafaille et al. realizaram a clonagem e a caracterizacao de dois
genes de T. cruzi. Estes genes codificam proteinas com estruturas onde ha a
repeticdo de um mesmo epitopo. Em funcdo de suas estruturas e localizagdo, esses
antigenos foram denominados de CRA (Cytoplasmic Repetitive Antigen ou antigeno
citoplasmatico repetitivo), presente nas formas epimastigotas e amastigotas, e FRA
(Flagellar Repetitive Antigen ou antigeno flagelar repetitivo), presente nas formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi (LAFAILLE et al. 1989; KRIEGER et al.,
1992). O perfil protéico dos antigenos realizado por Pereira et al. (2004) mostra que
0 CRA possui 50KDa e o0 FRA 30KDa (Figura 2).

FM CRA FRA

o4 — § fows o

6T — > on
B3— - 20

30 — > - Se————30kDA

201 ——= .
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Figura 2: SDS-PAGE dos Ags-Recs CRA e FRA de Trypanosoma cruzi purificados através de
cromatografia de metal quelado, corado pela prata. PM = peso molecular em kilo Daltons (kDa)
(fosforilase b -94, albumina sérica bovina - 67, ovalbumina - 43, anidrase carbdnica - 30, inibidor
triptico de soja - 20,1, e a-lactalbumina - 14,4). Em cada pogo foram depositados 5ug e 3ug de CRA e
FRA, respectivamente. CRA= Cytoplasmic Repetitive Antigen; FRA= Flagellar Repetitive Antigen
(PEREIRA et al., 2004).

Esses dois antigenos recombinantes (Ags-Recs) sao produzidos na forma
de kit para diagnéstico da infeccdo chagasica por Bio-Manguinhos/Fiocruz. O
referido kit (Ensaio-Imunoenzimético-Recombinante-Chagas-Bio-Manguinhos, EIE-
Rec) foi utilizado com sucesso no imunodiagnostico da doenca de Chagas
apresentando alta especificidade e alta sensibilidade (GOLDENBERG, 1991,
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KRIEGER et al., 1992; GOMES et al, 2001). O EIE-Rec também foi utilizado para
avaliar a cura da doenca de Chagas em pacientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais em Belo Horizonte, que foram tratados na
fase aguda da infeccéo (SILVA et al., 2002), onde os autores sugerem sua utilizacéo
para monitoramento do tratamento etiolégico.

Além disso, um estudo comparativo do EIE-Rec e de um ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) convencional frente ao teste de hemaglutinagao
indireta, utilizado na ocasido em bancos de sangue, mostrou que o0 uso de dois
ELISAs com preparacgfes antigénicas diferentes é mais eficaz e poderia ser adotado
para o screening de doadores de sangue (GADELHA et al., 2003). Ainda na area de
diagnostico, os Ags-Recs CRA e FRA foram avaliados para o desenvolvimento de
um biosensor no departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE) em Recife (DINIZ et al., 2003).

As caracteristicas moleculares dessas proteinas, associadas a resposta
anticorpica dos pacientes portadores da doenca de Chagas, incentivaram as
investigacdes sobre as propriedades imunogénicas do CRA e do FRA dissociados.
Assim, os Ags-Recs foram avaliados em protocolos de imunizagcbes em
camundongos isogénicos mostrando serem capazes de induzir respostas imune
humoral e celular (PEREIRA et al., 2003a; 2003b; 2004; 2005).

Além disso, em um estudo piloto (n=6) realizado por Pereira et al. (2002),
CRA e FRA foram capazes de estimular PBMC de pacientes chagasicos a produzir
determinado padrao de citocinas intracitoplasmaticas avaliadas através de citometria
de fluxo. Os resultados obtidos mostraram que CRA estimulou PBMC de pacientes
com a FC a produzirem IFN-y e TNF-a e, FRA estimulou a producéo de IL-10 por
individuos portadores da FlI da doenca, sugerindo que os Ags-Recs poderiam
identificar distintos perfis de citocinas entre os individuos chagéasicos portadores das
diferentes formas clinicas cronicas da doenca. As respostas induzidas por esses
antigenos mostram a importancia dos mesmos em relacdo a discriminacdo das
formas clinicas da doenca. Além disso, o isotipo IgG2 anti-FRA foi capaz de
diferenciar os pacientes portadores da FC dos pacientes da FI (VERCOSA et al.,
2007). Ap6s um estudo prospectivo, esse isotipo poderia ser utilizado como
marcador de evolucdo para a FC, possibilitando o redirecionamento da conduta

terapéutica.
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Desta forma, o potencial dos antigenos em avaliar marcadores de
evolucéo da doenca de Chagas foi estudado por Lorena et al. (2008), mostrando que
apenas o CRA foi capaz de induzir a secrecdo de TNF-a e IFN-y por individuos
chagéasicos quando comparamos aos individuos ndo chagasicos. Porém, nenhuma
diferenca foi observada entre os individuos portadores da FC e da Fl da doenca
(LORENA et al., 2008). As diferencas observadas entre nossos resultados e aqueles
apresentados anteriormente podem ser devido a sensibilidade do ELISA de captura,
e ao fato que, na avaliacdo das citocinas intracitoplasmaticas através de citometria
de fluxo, realizado por Pereira et al. (2002), as citocinas sdo aprisionadas no interior
do citoplasma. Os resultados encontrados por Lorena et al. (2008) poderiam estar
relacionados aos baixos niveis das citocinas nas culturas e/ou ao consumo por
receptores celulares, impedindo sua deteccdo através do ELISA (BAROJA;
CEUPPENS, 1987). Deste modo, a deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas por
citometria de fluxo é mais representativa (PRUSSIN; METCALFE, 1995).
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2 JUSTIFICATIVA

Embora os mecanismos imunopatolégicos da doenca de Chagas néo
estejam bem claros e, consequentemente, pouco foi estabelecido sobre a evolucéo
dos individuos da Fl para as formas clinicas severas da doenca, muitos estudos tém
sido realizados para avaliar a resposta celular, sobretudo, as citocinas secretadas
pelas células desses pacientes, visando a identificacdo de marcadores biolégicos
que pudessem auxiliar no prognéstico da doenc¢a de Chagas.

Um estudo longitudinal com seguimento do grupo de individuos da FI se
faria necessario se este perfil diferenciado fosse devidamente confirmado. Desta
forma, mecanismos capazes de bloquear ou amenizar o desenvolvimento das
formas severas da doenca, como por exemplo, estratégias de tratamento durante a
fase cronica da doenca, poderiam melhorar a qualidade vida dos individuos.
Estratégias terapéuticas visando a regulacdo da resposta imune celular e da
modulacdo de componentes inflamatorios, associado a droga anti-parasitaria,
possuem favoraveis expectativas para terapia dos individuos portadores da doenca.

Apesar de nao evidenciarmos uma relagcéo entre a producdo de citocinas
detectadas no sobrenadante de cultura e as formas clinicas da doenca de Chagas,
através de ELISA de captura (LORENA et al., 2008), consideramos importante a
resposta imune evidenciada pela producdo de anticorpos especificos contra CRA ou
FRA, por individuos chagéasicos (GOLDENBERG et al., 1991; KRIEGER et al., 1992;
GOMES et al., 2001; SILVA et al., 2002; GADELHA et al., 2003), e o potencial valor
prognoéstico dos Ags-Recs mostrado por Pereira et al. (2002) e Vercosa et al. (2007).
Assim, nos propomos a avaliar a relacdo entre a producdo de citocinas
intracitoplasmaticas apos estimulo in vitro com os Ags-Recs e as formas clinicas

cronicas da doenga de Chagas.
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3 HIPOTESE

Existe um perfil diferenciado de citocinas produzidas por células de
pacientes chagasicos apés estimulo in vitro com CRA ou FRA de T. cruzi entre as

formas clinicas cronicas (FI e FC) da doenca de Chagas.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a relacéo entre a producéo de citocinas intracitoplasmaticas apos

estimulo in vitro com os Ags-Recs CRA ou FRA de T. cruzi e as formas clinicas

cronicas (Fl e FC) da doenca de Chagas.

4.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Avaliar o perfil das citocinas IL-4, IL-10, TNF-a e IFN-y produzidas apés estimulo
in vitro com os Ags-Recs nas formas clinicas cronicas (FI e FC) da doenca de

Chagas;

Caracterizar fenotipicamente as populacdes celulares presentes no sangue
periférico produtoras das citocinas intracitoplasmaticas apos estimulo in vitro com

0s Ags-Recs;

Caracterizar a frequéncia dos individuos altos produtores de citocinas (acima da
meédia global de producéo obtida de todos os grupos) relacionando com a forma

clinica cronica (Fl e FC) da doenga;

Estabelecer a correlagéo existente entre as citocinas inflamatdrias e as citocinas

anti-inflamatdrias com as formas clinicas cronicas estudadas (FI e FC).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais

5.1.1 Equipamentos

» Balancas analiticas: Hangping FA 1604; Ohaus Corporation modelo
TS 400 D.

* Bomba a vacuo: modelo DOA-P104-BN, Gast Manufactur Ing; Index
Corporation.

* Capela de fluxo laminar vertical: modelo MR 115, Nucleo
equipamentos.

» Centrifuga refrigerada: modelo TJ-6R, Beckman Instruments, Inc.

* Citbmetro de Fluxo: modelo FACSCalibur, Becton Dickson
Immunocytometry Systems.

* Cuba para eletroforese: modelo SE250, Hoefer Scientific Struments.

Estufa de CO,: Forma Scientific Inc.
* Fonte para eletroforese: modelo PS500X, Hoefer Scientic Instruments.
» Leitor de ELISA: modelo 3550, Biorad Laboratories.
*  PHmetro: modelo Chemcadet pHmeter 5984-50, Cole Parmer
Instruments.
e Slab gel Dryer: modelo SE 1160, Hoefer Scientific Instruments

e Vortex: modelo M37615, tipo 37600 mixer, Thermolyne.

5.1.2 Reagentes e produtos

» Acido acétido P. A. — VETEC Quimica fina
» Acido citrico P. A. — VETEC Quimica fina
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Acido cloridrico — VETEC Quimica fina

Acrilamida — SIGMA

Albumina Bovina Sérica — SIGMA

Anticorpos anti-CD4, CD8, CD14 e IL-10 — Caltag
Anticorpos anti-IL-4, IFN-y e TNF-a — BD Pharmingen
Azida sodica — SIGMA

Bis-acrilamida — SIGMA

Brefeldina A — SIGMA

Carbonato de sodio — ISOFAR

Citrato de sddio P. A. — VETEC Quimica fina

Cloreto de Sédio P.A. — ISOFAR

Comassie Crilhant Blue R 250 — SIGMA
Dietilenoglicol — VETEC Quimica fina

Ditiotreitol — SIGMA

EDTA — SIGMA

Fitohemaglutinina — GIBCO ™/ Invitrogen Corporation
Formaldeido 37% - VETEC Quimica fina

Fosfato de sadio bibasico P.A. — Nuclear

Fosfato de sédio monobasico P.A. - Reagentes analiticos Dinamica
Glicerol - VETEC Quimica fina

Glutaraldeido — SIGMA

Heparina 5.000 Ul/mL — Hepamax-S®, Blausiegel®
Meio RPMI 1640 — SIGMA

Membranas filtrantes - Millipore Corporation
Mercaptoetanol — SIGMA

Metanol — Nuclear

Nitrato de Prata - Reagen

Penicilina/ Estreptomicina (100x) — SIGMA

Persulfato de aménio - VETEC Quimica fina

Kit soroldgico: Imuno-ELISA Chagas - Wama Diagnéstica
Kit sorologico: Chagas Test ELISA 11l - Bioschile Ingenieria Genetica
Dodecil Sulfato de Sodio - SIGMA
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e Saponina — SIGMA

* Solucao de Penicilina/ Estreptomicina — SIGMA

* Solucao de fixacado para células — BD Systems

» Soro bovino fetal — SIGMA

* Temed - SIGMA

e Tris— VETEC Quimica fina

* Tubos de cultura de polipropileno (17x100mm) 14mL — BD Systems
* Tubos de citometria de poliestireno (12x75mm) 5mL — BD Systems

* Tubos para coleta a vacuo 10mL- BD Systems ou VACUETTE

5.2 Métodos

5.2.1 Antigenos recombinantes de T. cruzi

Os Ags-Recs CRA e FRA, obtidos como descrito por Krieger et al. (1992),
foram preparados no Departamento de Reativos para Diagnostico de Bio-
Manguinhos/Fiocruz e enviados para o Laboratério de Imunoparasitologia do
CPgAM/Fiocruz. Todos os lotes de antigenos tiveram seus perfis protéicos
analisados atravées de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de sédio (LAEMLI, 1970) e coloracéo pela prata (MORRISSEY, 1981) para

avaliar contaminag&o por proteinas bacterianas.

5.2.2 Populacgéo do estudo

Trinta e nove individuos portadores das formas cronicas chagasicas foram
selecionados no Ambulatorio de Doenca de Chagas do Hospital Universitario
Osvaldo Cruz — HUOC, na Universidade de Pernambuco — UPE. A inclusdo dos

individuos chagasicos foi baseada no preenchimento de 3 critérios: 1) sorologia
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reagente para a infeccdo chagéasica (dois testes com principios metodologicos ou
preparacdes antigénicas diferentes); 2) realizacdo de hemograma e dos exames
clinicos para a caracterizacdo das formas clinicas; e 3) néo ter sido submetido ao

tratamento etioldgico.

Os pacientes foram atendidos e examinados por médicos que fazem parte
do ambulatério apos instrucbes detalhadas repassadas pela Dra. Gloria Cavalcanti
Melo (CRM 7942), Dra. Mariza Melo (CRM 7760), Dr. Abelardo Escarldao (CRM
11849) e Dra. Cristina Tavares (CRM 6061), médicos do HUOC/UPE e
colaboradoras deste estudo, sobre a caracterizacdo das formas clinicas. Para esta
caracterizacdo foram realizadas analises clinicas e laboratoriais: exame fisico,
sorologia para a infeccdo pelo T. cruzi (ELISA e/ou hemaglutinacdo indireta e/ou
imunofluorescéncia indireta), eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de torax e

de es6fago (quando necessarios).

Trinta e nove portadores da infeccdo chagésica foram selecionados
(média de idade: 54,8 anos). Os pacientes portadores da FC (n=30) foram
selecionados por apresentarem alteracdo no eletrocardiograma, ecocardiograma
e/ou raio-X de térax, auséncia de dilatacdo do es6fago, auséncia de queixas
digestivas (engasgos e constipacdo) e sorologia reagente para infeccdo pelo T.
cruzi. Esses pacientes foram divididos em dois grupos: pacientes portadores da FC
sem dilatagcéo cardiaca (FC1) (n= 15) e; pacientes portadores da FC apresentando
dilatacdo cardiaca (FC2) (n= 15), quando no ecocardiograma o0 paciente

apresentava fracéo de ejecdo <55% e/ou aumento da area do ventriculo esquerdo.

Os pacientes portadores da FlI (n=9) foram selecionados por néo
apresentarem quaisquer alteracdes cardiacas e digestivas, mas com sorologia

reagente para infeccéo pelo T. cruzi.

Um grupo de individuos voluntarios nao infectados (NI) (n=6) (média de
idade: 52,5 anos) foi composto para comparagdo com individuos chagasicos através
do preenchimento dos seguintes critérios: 1) ter habitado em area endémica para a
doenca de Chagas; 2) nunca ter recebido transfuséo de sangue; 3) ter apresentado
teste soroldgico ndo reagente para a doenca de Chagas; e 4) ter realizado

hemograma.
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As caracteristicas dos pacientes chagasicos e dos individuos né&o
chagéasicos que participaram desse estudo encontram-se presente nos Apéndices A

e B, respectivamente.

5.2.2.1 Aspectos éticos

As abordagens utilizadas no presente estudo foram aprovadas pelo
Comité de Etica do CPgAM/Fiocruz (Anexo A). Todos os individuos que participaram
do estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido por escrito:
para pacientes chagasicos (Apéndice C) e para individuos voluntarios NI (Apéndice
D). Além disso, um formuléario de pesquisa foi aplicado para os individuos portadores

da doenca de Chagas (Apéndice E).

5.2.3 Coleta de sangue

De trinta a quarenta mililitros de sangue foram coletados em tubos
contendo heparina sddica para utilizacdo nos ensaios de padronizagcdo cultura
celular. Para o ensaio de cultura pds-padronizacdo dez mililitros foram coletados.
Cinco mililitros de sangue foram coletados em tubos contendo EDTA para a
realizacdo do hemograma no Laboratério do HUOC/UPE. Além disso, cinco mililitros
de sangue foram coletados em tubo seco para obtencdo de soro. Apos retragdo do
coagulo, os tubos foram centrifugados (900 x g/ 10 minutos a temperatura ambiente)
e aliquotas de soro foram devidamente identificadas e armazenadas a -20°C na

Soroteca de Chagas do Laboratério de Imunoparasitologia do CPqAM/Fiocruz.

5.2.4 Sorologia para infec¢ao pelo T. cruzi
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Foi utilizado um teste imunoenzimético constituido de uma mistura de
extratos totais do T. cruzi adsorvidos a placa de microtitulacdo (Chagas test ELISA
[Il) proveniente de Bioschile Ingenieria Genetica S.A e um teste imunoenzimatico
que utiliza antigenos recombinantes adsorvidos a placa de microtitulagcdo (Imuno-
ELISA Chagas) proveniente de Wama Diagnostica. Resultados reagentes foram
considerados quando os dois testes apresentaram reatividade e n&o-reagentes,

guando os dois testes ndo apresentaram reatividade (Ministério da Saude, 2005).

5.2.5 Padronizacéo dos titulos de anticorpos para o ensaio de citometria

Sangue de dois individuos saudaveis foi coletado e depositado em tubo
de cultura e estimulado apenas com Fitohemaglutinina (PHA) (10ug/mL). A titulacdo
dos anticorpos anti-CD4, CD8 e CD14 foi escolhida a partir de duas quantidades
utilizadas (3 e 5upL) seguindo a orientagcdo do fabricante. Para a titulacdo de
anticorpos anti-citocinas foram realizadas duas diluicbes (1:30 e 1:50). Para a
escolha das concentracdes de anticorpos foi levado em consideracdo o desempenho
da marcacdo e os minimos custos. As caracteristicas dos anticorpos utilizados neste

estudo estdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas dos anticorpos utilizados no ensaio de citometria de fluxo

Anticorpo Clone Isotipo Fluorocromo
CD4 53.5 Mouse 1gG2a FITC
CD8 3B5 Mouse 1gG2a EITC
CD14 TUK4 Mouse 1gG2a EITC
IL-4 MP4-25D2 Rat IgG1 PE
IL-10 JES3-19F1 Rat IgG2a PE
IFN-y B27 Mouse IgG1 APC

TNF-a Mab11 Mouse IgG1 APC

Nota: CD: Cluster of differentiation; IL: Interleucina; IFN-y: Interferon gama; TNF-a: Fator de necrose
tumoral alfa; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de fluoresceina; PE: Ficoeritrina.

5.2.6 Padronizacdo da cinética tempo versus resposta

Seis individuos portadores da FC e dois individuos néo-infectados foram
selecionados para estabelecer o tempo 6timo de cultivo para detec¢do das citocinas.
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Um mililitro de sangue total foi depositado em tubo de cultura e estimulado com PHA
(5ug/mL), com Ags-Recs CRA ou FRA (2ug/mL) ou sem nenhum estimulo (controle
negativo). O volume final das culturas foi de 3mL. Os tubos foram incubados a 37T
na presenca de 5% de CO; por 1, 2, 3, 4 ou 5 dias para avaliagdo dos linféctios T
CD4+ e T CD8+. Para a avaliacdo dos monocitos CD14+, o sangue foi incubado por
1, 2 e 3 dias. Nas 12 horas que antecederam o final do cultivo celular, a brefeldina
(10ug/mL) foi adicionada aos tubos. A utilizacdo da brefeldina A assegura a retencao
da citocina no interior celular, uma vez que esta substancia interfere no transito de
secrecdo de proteinas, mantendo-as no interior do Complexo de Golgi (HUDSON;
GRILLO, 1991). A escolha do melhor tempo de cultivo foi baseada na obtencéo das
maiores médias de producdo de citocinas intracitoplasmaticas pelas células
estudadas (LORENA et al., 2009).

5.2.7 Marcacao de superficie e citocinas intracitoplasmaticas

Apés periodo de incubacdo in vitro, as culturas foram tratadas com 220uL
de EDTA (20mM) por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, em todos os
tubos, foram adicionados cerca de 8mL de PBS-Wash (PBS contendo albumina
sérica bovina a 0,5% e azida sédica a 1%) e os tubos foram centrifugados a 400 x g
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi removido com auxilio de
bomba a vacuo até o volume final de 1ImL. Cem microlitros da suspenséo celular
foram depositados a tubos de poliestireno de 5mL devidamente identificados,
contendo os anticorpos monoclonais anti-CD4 (3uL), anti-CD8 (3uL) e anti-CD14
(5uL), previamente titulados, por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida,
os eritrocitos foram lisados atraves da adicdo de 2mL da solucao de lise (2,85% de
citrato de sédio, 30% de dietilenoglicol, 54% de formaldeido 37%, 0,04% de heparina
100.000 USP) diluida 1:10 em &agua destilada, no vortex e incubados por 5 minutos
ao abrigo da luz. Esta reacdo foi bloqueada pela adicdo de 1mL de PBS-Wash
seguida de centrifugacdo (300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente). O
sobrenadante foi descartado e os leucécitos foram lavados através da adicdo de
2mL de PBS-Wash. As células foram permeabilizadas através de 2mL da solucéo
permeabilizadora (PBS-wash contendo saponina a 0,5%) por 5 minutos. Apés
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centrifugacéo (300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente), os sobrenadantes
foram descartados e 20uL de anticorpos anti-citocinas conjugados a PE (IL-4 e IL-
10) e a APC (IFN-y e TNF-a) diluidos (1:30) foram depositados aos tubos por 30
minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. Apés a marcacao das citocinas
intracitoplasmaticas, as células foram lavadas duas vezes (com 1mL de PBS-P e
depois com 1mL de PBS-Wash) e fixadas através de 300uL de solucdo de fixagcdo
diluida 1:10 em agua destilada. Os tubos foram estocados a 4C até o momento da
aguisicao no citbmetro de fluxo. O ensaio de marcacéo de superficie e das citocinas

intracitoplasmaticas esta representado na Figura 3.
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Lavagem com PBS-Wash (centrifugacdo 400 x g por 10 min)

v
Remocéao do sobrenadante com bomba a vacuo
\4
Adicao de 100uL de sangue em tubos contendo anticorpos anti-CD4, anti-CD8 ou anti-CD14

4

Incubacéo por 30 min
v

Lise dos eritrécitos e lavagem com PBS-Wash (centrifugacao 300 x g por 5 min)
4
Permeabilizacéo celular com PBS-P
v
Adicéo dos anticorpos anti-citocinas IL-4, IL-10, IFN-y e TNF-a

A4

Incubacéo por 30 min
\ 4

Lavagem com PBS-P e em seguida com PBS-Wash

4

Adicao da solucéo de fixacao

Figura 3: Esquema das principais etapas do ensaio de marcacdo de superficie e das citocinas
intracitoplasmaticas. Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA),
Fitohemaglutinina (PHA) e sem estimulo (SE).
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5.2.8 Aquisicdo e analise no citbmetro de fluxo

As aquisicdes e analises no citbmetro de fluxo obedeceram as Normas de
Boas Praticas de Laboratério instituidas no CPgAM/Fiocruz pelo Programa de
Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para a Saude (PDTIS/ Fiocruz).

As amostras foram adquiridas em um citbmetro de fluxo equipado com um
sistema que detecta 4 cores (FACScalibur). O citdmetro de fluxo permite a avaliacédo
basica dos seguintes parametros: tamanho (Forward Scartter-FSC) e granulosidade
das células (Side Scartter-SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo
2 (FL2), fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4). Estas
caracterisitcas sdo detectadas utilizando-se um sistema Optico-eletrénico que avalia
a disperséo do raio laser incidente sobre uma célula e a emissdo de fluorescéncia,
dada pelos diferentes fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. Os dados
adquiridos podem ser armazenados, e posteriormente, analisados utilizando o
software CellQuestPro acoplado ao computador.

Diferentes estratégias para aquisicdo e andalise da expressdo das
citocinas foram utilizadas de acordo com a populacgéo celular estudada.

5.2.8.1 Aquisicao e analise dos linfocitos T

A Figura 4 ilustra a sequéncia de etapas para analise dos linfocitos T. Os
linfocitos foram adquiridos através da selecao desta populacao utilizando o dot plot
FSC versus SSC (Figura 4A). Apds a selecdo da janela de interesse (R1), as
subpopulac¢des de linfocitos T e as citocinas intracitoplasmaticas foram analisadas
pela obtencdo de graficos bidimensionais de distribuicdo puntual de fluorescéncia,
onde foi possivel estabelecer as modalidades FL1 (CD4 ou CD8-FITC) versus FL2
(IL-4-PE ou IL10-PE) e FL1 versus FL4 (TNF-a-APC ou IFN-y-APC) (Figura 4B).
Foram coletados 20.000 eventos dentro da janela R1.
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Figura 4: Aquisicdo e analise dos linfécitos.

5.2.8.2 Aquisicao e analise dos mondcitos

Os mondcitos foram selecionados através da construcéo de grafico FL1
(CD14-FITC) versus SSC. ApoOs a selecdo da janela de interesse (R2), foram
construidos gréaficos bidimensionais de distribuicdo puntual FL1 (CD14-FITC) versus
FL2 (IL10-PE) e FL1 versus FL4 (TNF-a-APC ou IFN-y-APC). A sequéncia de etapas
para aquisicdo e analise dos mondcitos esta representada na Figura 5. Foram

coletados 500 eventos dentro da janela R2.
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Figura 5: Aquisicdo e analise dos mondcitos.

5.2.9 Avaliacéo do perfil de citocinas em linfocitos CD4+ e CD8+ e monécitos CD14+

circulantes

A percentagem de células positivas para as citocinas dentro de uma
populacédo foi obtida pelo quadrante estatistico fornecido pelo programa CellQuest e
avaliada seguindo os seguintes passos:

1. A média da percentagem de células duplo-positivas (marcacdo de
superficie e citocina intracitoplasmatica) dos individuos foi comparada entre os
grupos formados para verificar se existia diferenca quanto a estimulacdo com CRA
ou FRA;

2. A média global para cada subtipo celular versus citocina foi obtida pela
meédia de producéo pelos grupos FC1, FC2, FI e NI. Foi estabelecido o conceito de
individuos “baixo” e “alto” produtores de citocinas segundo Vitelli-Avelar et al. (2008)
utilizando a média global de producéo de citocinas como um cut-off que segregou as
duas categorias de individuos.

3. A média do percentual de producdo de cada citocina foi avaliada
intergrupos para verificar a principal célula produtora.

4. Foram realizadas correlagdes entre a producao das citocinas do tipo
Thl (IFN-y e TNF-a) e das citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-10) nos diferentes grupos

de portadores da doenca de Chagas.
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5.2.10 Andlises estatisticas

Foi realizada uma analise descritiva para expor os resultados obtidos. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita através de medidas descritivas
como: média e desvio padréo. Para testar a suposi¢do de normalidade dos dados foi
aplicado o teste de Shapiro-Wilk seguido do teste T-Student e quando 0 pressuposto
de homogeneidade né&o foi confirmado foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Para
comparar as médias de producdo de citocinas entre 0os grupos e as células
produtoras de citocinas intergrupos foi utilizado o teste para médias Anova seguido
do teste de Tukey e quando o pressuposto de homogeneidade néo foi confirmado foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Mann-Whitney, quando
existiu diferenca entre médias. Para avaliar os individuos “baixo” e “alto” produtores
de citocinas realizamos o teste Qui-quadrado de propor¢des. O teste de correlagéo
de Pearson foi utilizado para avaliagdo das correlacdes entre citocinas. Todas as
conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%. Os softwares utilizados
foram o Excel 2000, GraphPad Prism 5.0 e o Statistical R 2.9.0 (The R Project for
Statistical Computing: www.r-project.org).
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6 RESULTADOS

6.1 Avaliacdo do perfil protéico dos antigenos reco  mbinantes

Para nos certificarmos da pureza dos Ags-Recs realizamos uma
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
seguida de coloragéo pela prata para investigarmos a presenca de contaminacoes
protéicas. Todos os lotes dos Ags-Recs CRA e FRA utilizados apresentaram-se bem
conservados e ndo estavam contaminados por proteinas derivadas da Escherichia

coli, bactéria onde os Ags-Recs sdo produzidos.

6.2 Avaliacdo da sorologia da populacéo do estudo

Para confirmarmos a sorologia acerca da infec¢cdo chagasica realizamos
dois testes imunoenziméticos com preparacdes antigénicas diferentes em amostras
de soro de todos os individuos envolvidos neste estudo. Todos o0s pacientes
provenientes do HUOC/UPE apresentaram sorologias reagentes, confirmando os
dados obtidos em seus prontuérios. Além disso, a sorologia ndo-reagente também

foi confirmada nos individuos NI.

6.3 Avaliacdo do hemograma da populacéo do estudo

Avaliamos o hemograma da populacdo estudada para investigar
diferencas discrepantes, sobretudo, na contagem de leucdcitos
(leucopenia/leucocitose), entre os individuos a fim de excluir agueles com alteracdes
graves na contagem diferencial das populacdes celulares. Assim, nenhum individuo

foi excluido do estudo posteriormente.



Lorena V. M. B. 50

6.4 Padronizacdo da cinética de tempo de cultivo  versus resposta

6.4.1 Padronizacéo da cinética de tempo de cultivo versus resposta por linfécitos T
CD4+ e CD8+

Para o estudo da cinética de producédo das citocinas IFN-y e IL-10 por
linfécitos, os tempos de cultivo de 1 a 5 dias foram realizados. Ja para o estudo das
citocinas IL-4 e TNF-a foram realizados cultivos durante os periodos de 1 a 3 dias.
As Figuras 6 e 7 mostram a producdo de IFN-y pelos linfocitos T CD4+ e CD8+,
respectivamente. Apesar de néo evidenciarmos diferencas estatisticas significativas
entre os tempos de cultivo avaliados, o 1°dia de c ultura apresentou maiores médias,

guando comparado aos demais periodos apés estimulo com ambos os antigenos.
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Figura 6: Cinética da deteccao de IFN-y em células CD4+ durante os periodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias
de cultivo in vitro na presencga dos estimulos CRA ou FRA.
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Figura 7: Cinética da deteccao de IFN-y em células CD8+ durante os periodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias
de cultivo in vitro na presencga dos estimulos CRA ou FRA.
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O periodo de cultura de 1 dia também foi escolhido para a determinagéo
da citocina IL-10 por células T CD4+ (Figura 8) e CD8+ (Figura 9), onde obtivemos
maiores niveis da referida citocina, apesar de ndo observarmos diferencas

estatisticamente significativas entre os periodos avaliados.
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Figura 8: Cinética da detecgéo de IL-10 em células CD4+ durante os periodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.
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Figura 9: Cinética da deteccéo de IL-10 em células CD8+ durante os periodos de 1, 2, 3, 4 e 5 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.

Com relagéo a producédo de TNF-a por linfocitos T CD4+ (Figura 10) nédo
observamos diferencas significativas entre os tempos estudados, tanto para o

estimulo com CRA quanto com FRA.
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Figura 10: Cinética da deteccao de TNF-a em células CD4+ durante os periodos de 1, 2, e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.

A producédo desta citocina por linfécitos T CD8+ é mais elevada no 1°dia
qgquando comparado aos demais tempos de cultivo pelos linfécitos T CD8+ apos
estimulo com FRA. Porém, nenhuma diferenca foi observada apds estimulo com

CRA (Figura 11).
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Figura 11: Cinética da deteccdo de TNF-a em células CD8+ durante os periodos de 1, 2, e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.

N&o observamos diferencas estatisticas significativas entre os diferentes
periodos estudados para a detec¢do da IL-4 pelos linfocitos T CD4+ (Figura 12). No
entanto, observamos a producédo de IL-4, significativamente maior, por células T

CD8+ apds estimulo in vitro com CRA (Figura 13).
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Figura 12: Cinética da deteccdo de IL-4 em células CD4+ durante os periodos de 1, 2 e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.
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Figura 13: Cinética da deteccdo de IL-4 em células CD8+ durante os periodos de 1, 2, e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA. As diferencas estatisticas estao

representadas por * com o valor de p<0,05.

Para a escolha do tempo de cultivo foram levadas em consideracdo as
maiores médias observadas para a produc¢do das citocinas pelo sangue periférico de
pacientes chagasicos, mesmo que nao tenham sido encontradas diferencas
estatisticas entre os tempos estudados. Nos casos onde as médias foram
semelhantes entre os tempos estudados (IFN-y, TNF-a, IL-10 e IL-4), a escolha foi
baseada na operacionalizacdo dos experimentos. Diante disso, escolhemos o 1°dia

de cultivo para a realizacdo das culturas celulares.

6.4.2 Padronizacdo da cinética de tempo de cultivo versus resposta por células

CD14+
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Para o estudo das citocinas IFN-y, IL-10 e TNF-a produzidas por células
CD14+ realizamos o cultivo celular durante os periodos de 1 a 3 dias. A producao da
citocina TNF-a é significativamente mais elevada no dia 1 de cultivo, apos estimulo

in vitro com os Ags-Recs (Figura 14).
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Figura 14: Cinética da deteccdo de TNF-a em células CD14+ durante os periodos de 1, 2, e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA. As diferencas estatisticas estao

representadas por * com o valor de p<0,05.

Com relacdo a producéo de IFN-y+ por células CD14+, nédo foi observada
nenhuma diferenca estatistica entre os dias de cultivo analisados, apesar de
evidenciarmos maiores meédias de producdo desta citocina no 1° dia de cultivo

(Figura 15).
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Figura 15: Cinética da detecgdo de IFN-y em células CD14+ durante os periodos de 1, 2 e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA.
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Observamos niveis mais elevados da producdo de IL-10 por células
CD14+ no 1°dia de cultivo ap6s estimulo com CRA ou FRA, apesar de termos
encontrado niveis significativamente maiores de IL-10 apés 1 dia de cultivo, quando

comparado aos demais periodos, apos estimulo com FRA (Figura 16).
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Figura 16: Cinética da deteccao de IL-10 em células CD14+ durante os periodos de 1, 2 e 3 dias de
cultivo in vitro na presenca dos estimulos CRA ou FRA. As diferencas estatisticas estao

representadas por * com o valor de p<0,05.

Diante desses dados, escolhemos o 1°dia de cultivo para a avaliacdo da
producédo das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-10 por células T CD14+.

6.5 Avaliacdo do perfil de citocinas intracitoplasm aticas por linfécitos T apds

estimulacdo in vitro com os Ags-Recs CRA e FRAde T.cruzi

Uma vez estabelecida a cinética tempo x resposta, a producdo das
citocinas intracitoplasmaticas foram avaliadas na populacao de linfécitos e mondcitos
apos 1 dia de cultivo, como descrito na se¢do Material e Métodos.

A percentagem de células produtoras de citocinas intracitoplasmaticas
duplo-positivas foi avaliada entre os grupos de individuos estudados apés estimulo

in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi.
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6.5.1 Linfocitos T CD4+ apos estimulo com CRA

A Figura 17 mostra os percentuais de células T CD4+ em culturas de
sangue periférico de individuos infectados (portadores de distintas formas clinicas
cronicas) e NI apés estimulo com CRA.

A producado das citocinas intracitoplasmaticas IFN-y, IL-4 e TNF-a apos
estimulo com CRA é verificada em todos os grupos de individuos chagasicos
(Figuras 17A, 17B e 17D), quando comparada a do grupo de individuos NI.
Nenhuma diferenca significativa foi observada entre os grupos de individuos
chagasicos, a nao ser, entre individuos do grupo FC1, que apresentaram niveis mais
elevados de IL-4 quando comparado aos individuos do grupo FC2 (Figura 17B).

Com relacdo a producédo de IL-10, verificamos que o CRA, foi capaz de
induzir niveis significativos do percentual CD4+/IL-10+ apenas nos individuos
portadores da FI da doenca (Figura 17C).
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Figura 17: Deteccéo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por células T CD4+ de
sangue periférico de pacientes chagasicos e individuos néo infectados apés estimulo com o antigeno
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatagéo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos nédo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro

padrdo. As diferencas estatisticas estéo indicadas na figura com o valor de p<0,05.

6.5.2 Linfocitos T CD4+ apo6s estimulo com FRA

Ao avaliar a producao de IFN-y apos estimulo com FRA, ndo verificamos
nenhuma diferenca entre os grupos de individuos estudados (Figura 18A).

A Figura 18B, mostra que individuos chagasicos portadores da FC1, bem
como da Fl, possuem niveis significativos de IL-4, quando comparado aos individuos
NI. No entanto, nenhuma produc¢éo significativa foi observada entre os individuos

portadores da FC2.
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A producéo da IL-10 intracitoplasmatica por células T CD4+ apos estimulo
com FRA é verificada por todos os grupos de individuos chagasicos (Figura 18C),
quando comparado ao grupo de individuos NI.

Semelhante ao observado sobre o percentual de CD4+ produtoras de IL-
10 por individuos da FI ap6s estimulo com CRA (Figura 17C), também verificamos
gue apenas esses individuos foram capazes de produzir TNF-a apds estimulo com
FRA (Figura 18D).
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Figura 18: Deteccao das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por células T CD4+ de
sangue periférico de pacientes chagasicos e individuos ndo infectados apds estimulo com o antigeno
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatacdo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos nédo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro
padrdo. As diferencas estatisticas estéo indicadas na figura com o valor de p<0,05.
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6.5.3 Linfocitos T CD8+ apos estimulo com CRA

A producado de IFN-y por células T CD8+, apos estimulo com CRA, foi
observada em todos os grupos de individuos estudados, quando comparado ao
grupo de individuos NI (Figura 19A). Além disso, foi possivel evidenciar que 0s
individuos portadores da FC2 apresentaram niveis mais elevados de IFN-y, quando
comparados aos individuos portadores da FC1 e Fl.

Apenas os individuos portadores da FC1 produziram niveis significativos
de IL-4, quando comparado aos individuos NI. Também foi possivel verificar que os
niveis desta citocina foram mais elevados, quando comparados aos niveis
produzidos pelos individuos da FI (Figura 19B).

Apesar de termos evidenciado a producédo de IL-10 por células T CD8+,
nao foi possivel verificar nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados
(Figura 19C).

A avaliacdo do percentual de producdo de TNF-a mostra que a producao
foi verificada por todos os grupos de individuos estudados, quando comparado ao
grupo de individuos NI. Além disso, os individuos da FC2 puderam ser distinguidos
dos individuos portadores da FC1 e Fl (Figura 19D).
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Figura 19: Detecc¢éo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por células T CD8+ de
sangue periférico de pacientes chagasicos e individuos néo infectados apés estimulo com o antigeno
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatagéo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos nédo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro
padrdo. As diferencas estatisticas estéo indicadas na figura com o valor de p<0,05.
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6.5.4 Linfocitos T CD8+ apos estimulo com FRA

N&o detectamos diferencas significativas de producéo intracitoplasmatica
das citocinas IFN-y, IL-4, IL-10 e TNF-a por linfécitos T CD8+ quando as células

foram estimuladas com FRA (Figura 20).
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Figura 20: Deteccéo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por células T CD8+ de
sangue periférico de pacientes chagasicos e individuos néo infectados apds estimulo com o antigeno
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatacdo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos néo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro
padrdo. As diferencas estatisticas estao indicadas na figura com o valor de p<0,05.
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6.6 Avaliacao do perfil de citocinas intracitoplasm aticas por monécitos CD14+

apos estimulagdo in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T. cruzi

6.6.1 Mondcitos CD14+ apés estimulo com CRA

A producao de IFN-y, IL-10 e TNF-a por células T CD14+, apds estimulo
com CRA foi observada por todos os grupos de individuos estudados, quando
comparado ao grupo de individuos NI (Figura 21). No entanto, nenhuma diferenca

estaistica foi observada entre os grupos de pacientes chagasicos.
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Figura 21: Deteccdo das citocinas IFN-y (A), IL-10 (B) e TNF-a (C) por monécitos CD14+ de sangue
periférico de pacientes chagéasicos e individuos nado infectados apo6s estimulo com o antigeno
recombinante CRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatagéo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos nédo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro
padrdo. As diferencas estatisticas estéo indicadas na figura com o valor de p<0,05.
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6.6.2 Monécitos CD14+ apos estimulo com FRA

Com relagdo a produgcdo de IFN-y e TNF-a, verificamos que FRA foi
capaz de induzir a producdo estatisticamente significativa destas citocinas por
células T CD14+ de individuos chagasicos, quando comparados ao grupo de
individuos NI (Figuras 22A e 22C). No entanto, nenhuma diferenca estatistica foi
observada entre os grupos de pacientes chagasicos. Com relacdo a producéo de IL-

10, nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos estudados.

A B
8- 201
0.0089 o
+ + ] (]
> 6 o 0,0070 g
= = % A
¥ 44 ¥ 104 o A
3 = Og
a e 0,0048 a E
°\° 24 O l o\o 5 % o (o) %I;S o
g % o A
g L o DHDHD 000 AA Z%F
0- O C == v “* T
ey . s \F FC1 FC2 Fi NI
C
25+ 0.0114
00 v
o 0,0012
+ 204 | *
£ o
g1s{ © o 0,0016
N o 0 At v
E 104 0 %
2 % 0
S 1 To 630 ﬁA
[m}
L Qwm  o° A e

= )
FC1 FC2 Fl NI

Figura 22: Deteccdo das citocinas IFN-y (A), IL-10 (B) e TNF-a (C) por monécitos CD14+ de sangue
periférico de pacientes chagasicos e individuos ndo infectados apos estimulo com o antigeno
recombinante FRA de T. cruzi. Pacientes portadores da forma clinica cardiaca sem dilatacdo (FC1)
(n=15), da forma clinica cardiaca com dilatagéo (FC2) (n=15) e forma clinica indeterminada (FI) (n=9)
e individuos néo infectados (NI) (n=6). As barras horizontais representam a média aritmética e o erro
padrdo. As diferencas estatisticas estao indicadas na figura com o valor de p<0,05.
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6.7 Avaliacao da frequéncia dos altos produtores de citocinas
intracitoplasmaticas apos estimulo  in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T.

cruzi

Aplicamos o conceito de “altos” e “baixos” produtores de citocinas a partir
do estabelecimento de um cut-off obtido através da média global (média da
producado de todos os individuos estudados) da producéo de citocina e investigamos
a existéncia da frequéncia de producéo de citocinas entre os grupos estudados.

A Tabela 3 mostra a frequéncia dos altos produtores de citocinas apos
estimulo in vitro com CRA. A maioria (60%) dos pacientes chagasicos portadores da
FC2 foram considerados altos produtores de TNF-a por células CD14+ quando
comparado aos individuos NI. O mesmo foi observado quando avaliamos a producao
de IFN-y por linfécitos T CD8+. Um fato interessante, é que 55,56% dos individuos
chagasicos portadores da Fl apresentaram-se altos produtores de IL-10 produzidas
por células T CD4+. No entanto, nenhuma diferenca estatistica significativa foi

observada (Tabela 3).
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Tabela 3: Frequéncia dos individuos altos produtores de citocinas baseada na média global apés
estimulo com CRA.

Altos produtores de citocinas (%)

% Células/Citocinas Me?:'z‘ti'f‘]fba' FC1 FC2 FI NI
% de células CD14+
IL-10 5,68 (0,01 — 21,00) 46,67 33,33 33,33 0,00
IFN-y+ 1,23 (0,01 - 5,99) 40,00 33,33 22,22 16,67
TNF-a+ 10,60 (0,61 — 33,40) 53,33 60,00% 33,33 0,00
% de Linfécitos T CD4+
IL-4+ 0,13 (0,01 -0,49) 53,33 20,00 33,33 0,00
IL-10+ 0,45 (0,06 — 2,44) 14,29 40,00 55,56 0,00
IFN-y+ 0,39 (0,04 — 2,63) 40,00 40,00 22,22 0,00
TNF-a+ 0,20 (0,02 - 1,27) 35,71 33,33 22,22 0,00
% de Linfécitos T CD8+
IL-4+ 0,16 (0,02 — 1,01) 35,71 21,43 22,22 0,00
IL-10+ 0,32 (0,07 — 1,35) 35,71 35,71 0,00 33,33
IFN-y+ 0,49 (0,07 — 2,25) 28,57 60,00% 33,33 0,00
TNF-a+ 0,13 (0,02 - 0,73) 35,71 57,14 22,22 50,00

Nota: Os dados sé@o expressos como a percentagem dos individuos que apresentam percentagem de
células produtoras de citocinas igual ou maior que a média global (cut-off) calculada utilizando os
dados de todos os grupos dentro das populagGes celulares avaliadas. Forma clinica crénica cardiaca
sem dilatacdo (FC1), cardiaca com dilatagcao (FC2), indeterminada (Fl) e individuos ndo infectados
(NI). As diferencas estatisticas (p<0,05) estéo representadas pela letra ‘a’ para a comparagao com NI.

Com relacéo a frequéncia dos individuos produtores de citocinas, apos
estimulo in vitro com FRA, observamos que a frequéncia de individuos chagasicos
altos produtores de IFN-y por células CD14+ sdo aqueles portadores das formas
FC1 e FC2, quando comparados aos individuos portadores da Fl. Além disso,
64,29% dos pacientes chagasicos portadores da FC1 apresentaram niveis mais
elevados (acima do cut-off) de linfécitos T CD8+ produtores de IL-4, quando

comparado aos demais grupos de individuos (Tabela 4).
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Tabela 4: Frequéncia dos individuos altos produtores de citocinas baseada na média global apés
estimulo com FRA.

Altos produtores de citocinas (%)

% Células/Citocinas Me‘gfj‘ti'f‘;ba' FC1 FC2 FI NI
% de células CD14+
IL-10+ 4,66 (0,10 — 17,19) 46,67 33,33 22,22 0,00
IFN-y+ 0,80 (0,01 — 5,93) 46,67°  46,67° 0,00 0,00
TNF-a+ 7,45 (0,15 — 23,00) 40,00 40,00 44,44 0,00
% de Linfécitos T CD4+
IL-4+ 0,13 (0,02 — 0,46) 73,33 33,33 26,67 16,67
IL-10+ 0,49 (0,05 — 1,79) 46,67 46,67 55,56 0,00
IFN-y+ 0,23 (0,01 — 0,90) 46,67 26,67 33,33 16,67
TNF-a+ 0,19 (0,02 — 1,15) 26,67 26,67 44,44 0,00
% de Linfécitos T CD8+
IL-4+ 0,15 (0,04 —0,52)  64,29*™¢ 20,00 11,11 0,00
IL-10+ 0,30 (0,05 — 1,44) 61,54 42,86 33,33 16,67
IFN-y+ 0,43 (0,01 — 1,45) 42,86 35,71 44,44 50,00
TNF-a+ 0,15 (0,01 — 0,93) 30,77 35,71 11,11 16,67

Nota: Os dados sé@o expressos como a percentagem dos individuos que apresentam percentagem de
células produtoras de citocinas igual ou maior que a média global (cut-off) calculada utilizando os
dados de todos os grupos dentro das populagGes celulares avaliadas. Forma clinica crénica cardiaca
sem dilatacdo (FC1), cardiaca com dilatagcao (FC2), indeterminada (Fl) e individuos ndo infectados
(NI). As diferencas estatisticas (p<0,05) estdo representadas pelas letras ‘a’, ‘b’ e ‘c’ para a
comparacao com NI, Fl e FC2, respectivamente.

6.8 Avaliacéo das células produtoras de citocinas i ntracitoplasmaticas

A média do percentual de producdo de cada citocina foi avaliada
intergrupos para verificar a principal célula produtora de citocinas
intracitoplasmaticas.

Avaliando a producdo de citocinas no grupo de pacientes chagasicos
portadores da FC1, verificamos que as principais células produtoras de IFN-y, IL-10
e TNF-a, apos estimulo com CRA, foram os mondcitos (CD14+) (Figuras 23A, 23C e
23D). O mesmo fato foi observado apds estimulo com FRA, com excecao da
producdo de IL-10, que apesar de as células CD14+ produzirem maiores niveis
desta citocina, nenhuma diferenca estatistica significativa foi observada (Figura

23C). Além disso, quando avaliamos a producdo de IL-4, verificamos que tanto
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linfécitos T CD4+, quanto linfécitos T CD8+ séo responsaveis pela producdo desta
citocina (Figura 23B).
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Figura 23: Detecgdo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por linfécitos T CD4+,
CD8+ e mondcitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagasicos portadores da forma clinica
cardiaca sem dilatacdo (FC1) apés estimulo com os antigenos recombinantes CRA (o) e FRA (=) de
T. cruzi. As barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrdo. As diferencas
estatisticas estao indicadas na figura com o valor de p<0,05.

Com relacdo a producado de citocinas no grupo de pacientes chagasicos
portadores da FC2, verificamos que as principais células produtoras de IFN-y, IL-10
e TNF-qa, apos estimulo com FRA, foram os mondcitos (CD14+) (Figura 24A, 24C e
24D). Porém, apos estimulo com CRA, apesar de verificarmos niveis maiores de
producdo de IFN-y por células CD14+ nenhuma diferenca significativa foi observada
(Figura 24A). Além disso, quando avaliamos a producgdo de IL-4 pelos pacientes
portadores da FC2, verificamos que tanto linfocitos T CD4+, quanto linfécitos T

CD8+ séao responsaveis pela producédo desta citocina (Figura 24B).
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Figura 24: Detecgdo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por linfécitos T CD4+,
CD8+ e mondcitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagasicos portadores da forma clinica
cardiaca com dilatacdo (FC2) apés estimulo com os antigenos recombinantes CRA (o) e FRA (=) de
T. cruzi. As barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrdo. As diferencas

estatisticas estao indicadas na figura com o valor de p<0,05.

Quando analisamos a producdo de citocinas por individuos da Fl,
verificamos que as células responsaveis pela producdo de IFN-y e TNF-a sédo as
células CD14+ apOs estimulo com ambos os antigenos (Figura 25A e 25D). O
mesmo foi observado quando avaliamos a producéo de IL-10, onde verificamos que
0s mondcitos foram as principais células produtoras, seguidos dos linfécitos T CD4+
e T CD8+, respectivamente (Figura 25C). Como visto nos grupos de pacientes
portadores da FC1 e FC2, a IL-4 é produzida por ambos os linfécitos T CD4+ e

CD8+ ap0s estimulo com os Ags-Recs (Figura 25B).
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Figura 25: Detecgdo das citocinas IFN-y (A), IL-4 (B), IL-10 (C) e TNF-a (D) por linfécitos T CD4+,
CD8+ e mondcitos CD14+ de sangue periférico de pacientes chagasicos portadores da forma clinica
indeterminada (FI) apos estimulo com os antigenos recombinantes CRA (o) e FRA (=) de T. cruzi. As
barras horizontais representam a média aritmética e o erro padrdo. As diferencas estatisticas estéao

indicadas na figura com o valor de p<0,05.

6.9 Correlagcdes entre a producdo das citocinas nos diferentes grupos de

portadores da doenca de Chagas

Investigamos possiveis correlagBes positivas ou negativas entre as
citocinas intracitoplasmaticas produzidas pelas células T e mondcitos de pacientes

chagasicos nas diferentes formas clinicas cronicas da doenca de Chagas.

6.9.1 Correlagbes observadas em pacientes portadores da FC1
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A Tabela 5 expressa as correlagdes entre as citocinas produzidas pelas
células estudadas obtidas a partir do estimulo in vitro com CRA ou FRA de T. cruzi.
Observamos uma correlacéo positiva de 0,82 e 0,58, entre as citocinas inflamatorias
IFN-y e TNF-a apls estimulo com FRA, em células T CD8+ e CD14+,
respectivamente.

Por outro lado, ao avaliarmos a correlagéo entre as citocinas IL-4 e IL-10
produzidas por linfécitos T CD8+, verificamos que esses pacientes apresentaram
uma correlacdo positiva de 70% apds estimulo com CRA. No entanto, verificamos
uma correlacdo positiva (80%) entre IL-10 e TNF-a produzidas por células CD14+,
apos estimulo com CRA.

Tabela 5: Correlagé@o entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ ap0s estimulos
in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FC1.

Coeficiente de correlacédo
CD4+ IFNy xIL10 IFNy x TNFa IL10 x TNFa  IFNy x IL4 IL10 x IL4 IL4 X TNFa

CRA 0,13 -0,10 -0,21 0,31 0,18 0,32
FRA -0,10 -0,08 -0,23 0,20 -0,24 0,30
CD8+

CRA -0,09 0,48 -0,09 -0,21 0,70* 0,07
FRA 0,08 0,82* -0,05 0,21 0,33 0,38
CD14+

CRA 0,34 0,00 0,80*

FRA 0,41 0,58* 0,31

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clinica
cronica cardiaca sem dilatagdo (FC1), cardiaca com dilatacdo (FC2) e indeterminada (FI). O *
representa a diferenga estatistica com o valor de p<0,05.

6.9.2 Correlagcbes observadas em pacientes portadores da FC2

A andlise da correlacdo entre IFN-y e TNF-a produzidas por linfocitos T
CD4+, CD8+ e CD14+, verificamos as correlacdes positivas de 0,62, 0,66 e 0,69
respectivamente, entre pacientes portadores da FC2, apos estimulo com FRA,

indicando uma forte resposta Thl. Interessantemente, neste grupo de pacientes,
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observamos um padrdo misto de produgcdo de citocinas por todas as células
estudadas (Tabela 6).

Tabela 6: Correlagé@o entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ apos estimulos
in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FC2.

Coeficiente de correlacdo
CD4+ IFNy xIL10 IFNy x TNFa IL10 x TNFa  IFNy x IL4 IL10 x IL4 IL4 X TNFa

CRA -0,21 0,23 0,22 -0,06 0,11 0,64*

FRA 0,01 0,62* 0,38 0,15 0,48 0,34
CD8+

CRA 0,58 0,46 0,37 0,88* 0,47 0,43

FRA 0,31 0,66* 0,32 0,63* 0,44 0,92*
CD14+

CRA 0,14 0,08 0,22

FRA 0,40 0,69* 0,55*

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clinica
cronica cardiaca sem dilatagdo (FC1), cardiaca com dilatacdo (FC2) e indeterminada (FI). O *
representa a diferenca estatistica com o valor de p<0,05.

6.9.3 Correlacdes observadas em pacientes portadores da Fl

Observamos apenas uma correlacao negativa (-0,64) entre IL-10 e TNF-a

em pacientes portadores da Fl apds estimulo com FRA (Tabela 7).
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Tabela 7: Correlagé@o entre as citocinas produzidas por células CD4+, CD8+ e CD14+ apos estimulos
in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA de T. cruzi por pacientes portadores da FI.

Coeficiente de correlacédo

CD4+  IFNy xIL10 IFNy x TNFa [IL10x TNFa  IFNy x IL4 IL10 x IL4 IL4 X TNFa
CRA -0,62 0,03 -0,40 0,47 -0,37 -0,54
FRA -0,36 0,31 -0,64* 0,01 -0,13 0,31
CD8+
CRA 0,21 0,08 0,15 -0,01 0,20 -0,30
FRA -0,25 0,26 0,27 0,06 -0,07 -0,39
CD14+
CRA 0,41 0,25 -0,27
FRA -0,10 0,48 -0,03

Nota: Cytoplasmatic Repetitive Antigen (CRA), Flagellar Repetitive Antigen (FRA), Forma clinica
cronica cardiaca sem dilatagdo (FC1), cardiaca com dilatacdo (FC2) e indeterminada (FI). O *

representa a diferenca estatistica com o valor de p<0,05.
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7 DISCUSSAO

A resposta imune Thl caracterizada pela producdo de IFN-y e TNF-a
contribui para o controle dos niveis de parasitemia e aumento da sobrevida de
camundongos infetados (ALIBERTI et al., 1996; MARTINS, 1999). Por outro lado, as
citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-10, séo relatadas por sustentar o parasitismo, por
tornar o camundongo mais susceptivel a infeccdo chagasica (REED et al., 1994;
ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996). Porém, a divisdo dos aspectos protetores e
lesivos no paradigma Thl x Th2 nunca chegou a ser estabelecido na doenca de
Chagas humana. No entanto, ndo ha duvidas que as citocinas desempenham papel
importante na regulacdo da resposta imune e seguramente estejam envolvidas tanto
na resisténcia quanto nos mecanismos relacionados com a imunopatologia da
doenca.

Uma visdo panoramica do perfil de citocinas produzidas por leucocitos
oriundos de portadores das distintas formas clinicas cronicas da doenca pode
oferecer descobertas dentro do campo dos eventos imunoldgicos relevantes que
possam fortalecer esses conhecimentos. A associagao de todos esses estudos, que
avaliam os perfis de producéo de citocinas, podem também providenciar um melhor
conhecimento dos parametros imunolégicos envolvidos no controle e/ou patogenia
da doenca. Essas caracteristicas imunologicas poderiam induzir o desenvolvimento
de marcadores de prognostico das formas clinicas severas. A utilizagdo desses
marcadores bioldgicos identificaria antecipadamente a evolucdo das formas clinicas
da doenca de Chagas, auxiliando no redirecionamento da conduta terapéutica pelos
médicos.

Apesar de varios achados importantes ao se estudar a imunidade celular
na infeccdo chagasica, pouco foi encontrado sobre distintos perfis de reatividade por
pacientes chagasicos portadores das formas cardiaca, digestiva ou indeterminada
da doenca. Muitas vezes, isso se deve ao fato desses trabalhos fazerem uso de
antigenos complexos das formas evolutivas de T. cruzi. Assim, a utilizacdo de
antigenos que pudessem identificar respostas especificas ao parasito, aliada aos
trabalhos realizados por Pereira et al. (2002), Vercosa et al. (2007) e Lorena et al.,
(2008), que mostraram uma especifica resposta imune de pacientes chagasicos

frente os Ags-Recs CRA e FRA, impulsionaram o presente estudo, onde avaliamos a
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producédo de citocinas por pacientes portadores da FC e FlI da doencga apés estimulo
in vitro com os referidos antigenos. A seguir, discutiremos os resultados obtidos

subdivididos em tépicos conforme 0s objetivos especificos propostos.

7.1 Avaliacao do perfil de citocinas intracitoplasm aticas apdés estimulacdo in
vitro com os Ags-Recs CRAe FRA de T. cruzi

Nossos dados mostraram que individuos portadores da FC2
apresentaram maiores niveis de linfécitos T CD8+/IFN-y+ (Figura 19A), bem como
de linfocitos T CD8+/TNF-a+ (Figura 19D), quando comparado aos individuos
portadores da FC1l e FI da doenca quando utilizamos o Ag-Rec CRA para
estimulacdo in vitro. Estes resultados sugerem que estas citocinas poderiam ser
bons marcadores biolégicos desta forma clinica. A deteccdo dessas citocinas
produzidas especificamente por linfocitos T CD8+, pode indicar que a severidade do
dano cardiaco esta relacionada com altos niveis de citocinas inflamatérias. No
entanto, nenhuma diferenca estatistica sobre a producdo de IFN-y e TNF-a por
linfécitos T CD8+ foi verificada quando o estimulo antigénico foi o antigeno FRA
(Figura 20).

Na doenca de Chagas experimental, IFN-y tem sido identificado como um
fator de resisténcia por apresentar uma importante funcdo no controle da parasitemia
em camundongos infectados com T. cruzi (MINOPRIO et al., 1986, REED, 1988;
TORRICO et al.,, 1996). Por outro lado, na doenca de Chagas humana, niveis
elevados de IFN-y tém sido associados com a severidade da doenga cardiaca em
pacientes chagasicos crénicos (DUTRA et al., 1997; GOMES et al., 2003; BARROS-
MAZON et al.,, 2004), provavelmente por uma exacerbacdo da resposta imune,
particularmente nas fibras cardiacas, promovendo a destruicdo dessas células. De
fato, estudos tém mostrado a participacdo dos linfécitos T CD8+ em infiltrados
inflamatorios cardiacos de pacientes portadores da FC, sobretudo secretando TNF-a
e IFN-y (REIS et al., 1993; HIGUCHI et al. 1997, 2003; CUNHA-NETO et al., 1998;).

A citocina TNF-a tem sido demonstrada por modular a expressédo de

moléculas de adesdo, participando, desta forma, dos processos inflamatérios por
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recrutar linfocitos ao sitio de inflamacé&o e contribuindo com a progressao da reacao
inflamatoéria local na cardiopatia chagasica (BACHMAIER et al.,, 1997). Prévios
estudos tém demonstrado que pacientes portadores da FC séo capazes de produzir
altos niveis de TNF-a, consistente com o estabelecimento de uma forte resposta de
linfécitos T CD8+ que é responsavel por uma inflamacéo exacerbada e dano tissular
(REIS et al., 1993; SOUZA et al., 2004). Além disso, pacientes portadores da FC
severa apresentam niveis significativamente mais elevados de TNF-a sérico, quando
comparados a pacientes com alteracdes cardiacas leves (FERREIRA et al., 2003).
Como ja mencionado nossos resultados mostram a producdo de TNF-a por
pacientes portadores da FC2 sugerindo que esta citocina esta envolvida na
progressao da cardiomiopatia em pacientes chagasicos.

J& quando estudamos a producédo dessas citocinas por linfocitos T CD4+,
observamos que todos 0s grupos de pacientes apresentaram niveis elevados de
CD4+/IFN-y+ e CD4+/TNF-a+ comparado aos individuos NI, ap0s estimulo com
CRA (Figuras 17A e 17D). No entanto, contrariamente ao que é descrito na literatura
(CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003), observamos que apenas 0s
individuos portadores da Fl produziram TNF-a apos estimulo com FRA, quando
comparados ao grupo de NI (Figura 18D). Alguns trabalhos recentes tém
demonstrado um perfil misto de producéo de citocinas Thl e Th2 por pacientes
portadores da FI (LAUCELLA et al., 2004; VITELLI-AVELAR et al., 2008),
corroborando com 0s nossos resultados obtidos.

Estudos experimentais demonstraram que a producado de citocinas do tipo
Th2, no inicio da infeccdo, possui papel na regulacdo negativa da secrecao de IFN-y
(LAUCELLA et al., 1996; OLIVEIRA et al., 1996). Segundo Soares et al. (2001) o
processo progressivo de dano tissular em portadores da FC poderia ser resultante
de uma falha na regulacao do IFN-y pela IL-4. Além disso, a IL-10 exerce importante
papel regulatorio, controlando a patologia em situacdes de intensa ativacdo de
citocinas do padrdo Thl de resposta (ABRAHAMSOHN et al., 1996). Em individuos
na fase crénica da doenca, acredita-se que a persisténcia de IL-10 ndo sO
contribuiria com o controle do processo inflamatdrio excessivo, como impediria a
manifestacdo de sinais e sintomas caracteristicos de formas severas, mantendo o
individuo sempre assintomatico, ou seja, portador da FI (CORREA-OLIVEIRA et al.,
1999; GOMES et al., 2003).
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Os resultados do presente estudo mostraram que apés estimulo com
CRA, a percentagem de células T CD4+ produtoras de IL-4 por portadores da FC1
foi maior quando comparado aos individuos portadores da FC2 (Figura 17B).
Quando o estimulo foi o antigeno FRA, verificamos que apenas 0s pacientes
portadores da FC2 ndo produziram niveis significativos de CD4+/IL-4+, comparados
aos individuos NI (Figura 18B). O mesmo foi observado ao avaliarmos os niveis de
CD8+/IL-4+ especificos ao CRA (Figura 19B). Esses achados sugerem que a
severidade cardiaca de individuos portadores de cardiomiopatia possa estar
associada a uma incapacidade de regulagdo imunoldgica pela producéo e secrecéo
de citocinas anti-inflamatorias, como a IL-4.

Quando estudamos a producédo de IL-10 apds estimulo com CRA, apenas
os individuos portadores da Fl apresentaram niveis de CD4+/IL-10+ maiores que 0S
individuos NI (Figura 17C), indicando que a producéo de IL-10 por linfécitos T CD4+
pode realmente, estar exercendo um papel regulatério neste grupo de individuos. No
entanto, todos os grupos de individuos produziram esta citocina apos estimulo com
FRA, quando comparado ao grupo de individuos NI (Figura 18C). Além disso,
linfécitos T CD8+ nao foram capazes de produzir IL-10 apds estimulo com ambos os
antigenos (Figuras 19C e 20C), demonstrando que esses linfocitos poderiam estar
envolvidos diretamente com os mecanismos inflamatérios através da secrecdo de
TNF-a e IFN-y como mencionado.

Mondcitos/macréfagos de individuos portadores da FI da doenca, tém
sido relatadas como as principais células produtoras de IL-10 (GOMES et al., 2003),
guando comparado aos individuos portadores da FC, e poderiam estar envolvidas
na regulacdo da resposta imune na doenca de Chagas, modulando a expressao e a
funcdo de IL-12 e IFN-y (BRENER; GAZZINELLI, 1997). Em nosso estudo,
verificamos que as células CD14+ produziram niveis significativos de todas as
citocinas estudadas apds estimulo com CRA ou FRA, quando comparado ao grupo
de individuos NI (Figuras 21 e 22), com excec¢do da producao de IL-10 ap06s estimulo
com FRA, onde nenhuma diferenca significativa foi verificada entre os grupos
avaliados (Figura 22B).

Nossos resultados mostraram que o Ag-Rec CRA tem a capacidade de
induzir uma resposta imune inflamatoria, através da producado de IFN-y e TNF-a, em
individuos portadores de cardiomiopatia dilatada (FC2) comprovando a hipdtese do

nosso estudo. Essa observagcdo oferece um conhecimento adicional no estudo dos
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eventos imunoldgicos relevantes na evolu¢do dos pacientes chagasicos portadores
da Fl. Acreditamos que o antigeno CRA, na infec¢do crbnica humana parece ter
papel mais importante no desenvolvimento/manutencdo de memaoria imunoldgica, do
gue o antigeno FRA, presente no flagelo de tripomastigotas. Por estar presente no
citoplasma de formas amastigotas, o estimulo imunolégico parece ser continuo e
permanente, ja que esta forma evolutiva do parasito esta presente nos tecidos
afetados do hospedeiro.

A diferenciacao das formas clinicas cronicas por antigenos especificos do
T. cruzi, como demonstrado por nosso trabalho, pode trazer beneficios no
entendimento da evolucdo de individuos assintométicos (FI) e portadores de formas
clinicas sintomaticas leves (FC1). As citocinas IFN-y e TNF-a produzidas por
linfécitos T CD8+, poderiam ser avaliadas num estudo prospectivo de individuos
portadores da Fl e FC1, para verificar a evolugéo clinica desses individuos para a
cardiomiopatia severa. Essa ferramenta poderia ser utilizada para o seguimento das

intervencoes terapéuticas.

7.2 Avaliagdo da frequéncia dos altos produtores de citocinas
intracitoplasmaticas ap0s estimulo  in vitro com os Ags-Recs CRA e FRA de T.

cruzi

A categorizacdo de pacientes produtores de citocinas tem sido utilizada
para avaliar aqueles individuos, que dentro do grupo, possuem altos niveis de
producado de citocinas (GOMES et al., 2003; VITELLI-AVELAR et al., 2008). Gomes
et al. (2003), ao estudarem a producédo de IFN-y, dividiram o grupo de pacientes com
alteragbes cardiacas de acordo com a severidade da doenga atraves de exames
clinicos mais sensiveis. Desta forma, foi possivel estabelecer uma correlacdo entre
“altos” e “baixos” produtores de IFN-y e o0 estado clinico do paciente. Vitelli-Avellar et
al. (2008), estabeleceram um cut-off obtido através de uma média global entre todos
os individuos do estudo e desta forma foi possivel segregar os “altos” produtores de
citocinas.

Associamos a experiéncia desses dois autores, onde subclassificamos os

pacientes chagasicos cardiopatas em dois grupos (FC1 e FC2) e também
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estabelecemos um cut-off para investigar os “altos” produtores de citocinas. Com
esse tipo de avaliacdo, verificamos que a maioria dos pacientes portadores da FC2
apresentaram niveis elevados de CD8+/IFN-y+ e CD14+/TNF-a+, quando
comparados aos individuos NI, apos estimulo com CRA (Tabela 3).

Quando o estimulo foi o antigeno FRA, a frequéncia de pacientes
portadores da FC (tanto FC1l quanto FC2) foi maior quando comparado aos
individuos portadores da FI na avaliagdo das células CD14+/IFN-y+ (Tabela 4),
mostrando mais uma vez, uma forte resposta inflamatoria na maioria dos pacientes
portadores da cardiomiopatia chagasica crénica.

Por outro lado, verificamos que a maioria dos pacientes portadores da
FC1 apresentaram producéo significativa de IL-4 (Tabela 4). O fato de verificarmos a
presenca de citocinas regulatérias, como a IL-4, sendo produzidas por pacientes
FC1, é compreensivel. Esses individuos apresentam uma foma clinica intermediaria
entre simples alteracdes eletrocardiograficas e ocorréncia de dilatacdo cardiaca
(forma mais severa), podendo apresentar concomitantemente, os perfis de resposta
Thl e Th2.

7.3 Avaliagdo das células produtoras de citocinasi  ntracitoplasmaticas

Nao existem duvidas sobre a participacdo dos subtipos de linfocitos T na
doenca de Chagas experimental (TARLETON et al., 1986; TARLETON, 1995). Os
linfécitos T participam deste controle por diminuir a parasitemia e a mortalidade
durante o curso natural da infeccdo. Esta resisténcia contra o T. cruzi esta
relacionada principalmente com uma populacdo viavel de linfocitos T CD4+
(ARAUJO, 1989).

Os linfocitos T CD4+ direcionam e potencializam os mecanismos efetores,
incluindo a mudanca de isotipo de imunoglobulinas e ativacéo de fagécitos e células
T CD8+. Segundo Menezes et al. (2004), os linfécitos T CD4+ secretam diferente
perfil de citocinas entre as duas formas clinicas FC e Fl da doenca, exercendo papel
oposto por secretar IL-10 em pacientes chagasicos portadores da Fl e, TNF-a em

pacientes portadores da FC. Segundo os autores, essas células sdo importantes na
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imunorregulagédo da infec¢do chagasica, sugerindo que podem ter participagdo nos
mecanismos imunoldgicos para o controle ou para o desenvolvimento da patologia.

A resposta imune induzida por células CD4+ frente aos Ags-Recs nao foi
capaz de diferenciar as formas clinicas através do perfil de producao de citocinas.
Embora, os linfécitos T CD4+ apresentem papel importante na doenca de Chagas
experimental, esta descrito que existe uma resposta escassa de linfocitos T CD4+ na
presenca de antigenos de T. cruzi, sugerindo que o parasito possa estar inibindo a
apresentacao desses antigenos por células apresentadoras de antigenos (REIS et
al., 1993, 1997). Esse mecanismo de inibicdo sugere que parasitos possam induzir
a producédo de citocinas que diminuam a expressao de moléculas essencias para a
estimulacao/ativacdo de linfécitos T (RUSSO et al.,, 1993). Souza et al. (2007)
mostraram um aumento na molécula CTLA-4 expressa por células T CD4+ de
pacientes portadores da FC quando comparados aos pacientes portadores da Fl e
NI. Desta forma, a avaliagdo de moléculas co-estimulatdrias, bem como inibitorias da
ativacao dos linfécitos T deveriam ser melhor estudadas.

Os linfécitos T CD8 séo capazes de lisar células infectadas por parasitos
e também contribuem a favor da resisténcia contra a infec¢cdo (NICKELL; SHARMA,
2000). Os linfocitos T CD8 citotoxicos participam da imunidade adaptativa utilizando
mecanismos de destruicdo de células-alvo, ou seja, aquelas células infectadas pelo
parasito. Apesar de termos evidenciado niveis mais elevados de produgédo de TNF-a
e IFN-y por linfécitos T CD8+ em individuos portadores da FC2, ao compararmos 0s
niveis de producao de citocinas pelas células estudadas neste grupo de pacientes,
verificamos que as células CD14+ secretam quantidades maiores dessas citocinas,
quando comparados aos subtipos de linfocitos (Figura 24). Nossos dados
concordam com os de Vitelli-Avelar et al. (2008) que avaliando os niveis de citocinas
por células de sangue periférico apds estimulo com antigeno solavel de
tripomastigota, demonstraram que a meédia global de mondcitos CD14+ produtores
de TNF-a é 20,1%, enquanto que linfécitos T CD4+ e CD8+ apresentam média de
0,8% e 1,3%, respectivamente.

O nosso estudo mostra que os mondcitos CD14+ sdo as principais células
produtores das citocinas TNF-a, IFN-y e IL-10 em todos os grupos de pacientes
chagéasicos (Figuras 23, 24 e 25). No entanto, em individuos portadores da Fl,
verificamos que seguida a producéo por células CD14+, a segunda célula produtora
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de IL-10 sédo os linfécitos T CD4+ (Figura 25), mostrando a importancia dessa
citocina nesse grupo de pacientes.

Apesar de verificarmos que a principal fonte de citocinas sdo as células
CD14+, os resultados discutidos no item 7.1, onde verificamos uma resposta imune
de clones de linfocitos T CD4+ e de T CD8+ especificos aos Ags-Recs entre os
individuos portadores das distintas formas clinicas da doencga, nos levam a pensar,
que os antigenos CRA e FRA exercam papéis importantes nos mecanismos de
protecdo e de patologia na doenca de Chagas. Pereira et al. (2005) mostraram forte
resposta de linfocitos T CD4 e CD8 especifica a esses antigenos na fase aguda da
doenca por camundongos imunizados com CRA ou FRA. Os autores concluiram que
ambos 0s antigenos sdo importantes para a imunidade protetora na fase aguda da
doenca. No entanto, nenhum estudo experimental foi realizado em camundongos
infectados cronicamente.

O estudo do papel das células, tanto da imunidade adaptativa, quanto da
imunidade inata, que possam estar atuando nesta resposta imunologica da doenca
humana, devem ser exploradas. Por exemplo, a frequéncia de individuos portadores
da FlI que apresentam neutrofilos-IL12+ obtidos de culturas estimuladas com
antigenos de T. cruzi, € maior (100%), quando comparado ao grupo de pacientes
portadores da FC (25%) (VITELLI-AVELAR et al., 2008). Além disso, eosinofilos de
pacientes portadores da forma mista (FC e FD) tém se mostrado importantes células
produtoras de citocinas, quando comparado aos individuos portadores da FC
(CARDOSO et al., 2006).

Assim, muito resta ainda a ser esclarecido quanto a fungdo de outras
populacdes celulares, tais como polimorfonucleares, mastocitos, células dendriticas,
células T regulatérias e ainda as subpopulacbes de linfécitos e mondcitos na

infeccéo pelo T. cruzi.

7.4 Correlagdes entre a producdo das citocinas nos diferentes grupos de

portadores da doenca de Chagas

A avaliacao de correlacbes ajuda a compreender a associacdo entre duas

citocinas estudadas. Conforme ja mencionado, nossos resultados mostraram
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claramente a presenca de linfocitos T CD8+ no sangue de pacientes portadores da
FC2, especificos ao CRA, que produziram TNF-a e IFN-y (Figuras 19A e 19D),
sugerindo que pacientes portadores da FC da doenca, apresentam forte resposta do
tipo inflamatéria. Fortalecendo esta idéia, verificamos que existe uma forte
correlacdo positiva entre as citocinas IFN-y e TNF-a entre os pacientes portadores
da FC, tanto FC1 quanto FC2 (Tabelas 5 e 6), indicando que essas duas citocinas
estdo fortemente associadas, o0 que ja tem sido demonstrado na literatura (REIS et
al., 1993; HIGUCHI et al. 1997, 2003).

Por outro lado, verificamos correlagcbes positivas entre citocinas
inflamatorias e anti-inflamatorias nos dois grupos de pacientes portadores de
cardiomiopatia (Tabelas 5 e 6). Nossos resultados discordam de outros estudos que
realizaram este tipo de analise, onde € hipotetizado que pacientes chagasicos com
as formas severas da doenca, tenham perdido completamente a capacidade de
imunomodulacéo pela secrecéo de citocinas anti-inflamatérias (GOMES et al., 2003;
D’AVILA et al., 2009). Porém, acreditamos que esses pacientes por apresentarem
uma exacerbada resposta inflamatéria, ainda tenham a capacidade de manter
alguns mecanismos de regulagdo, como a secrecao de IL-4 e IL-10, na tentativa de
evitar danos teciduais causados principalmente por IFN-y. Para suportar esta nossa
hipotese, observamos uma correlagcdo negativa entre I1L-10 e TNF-a no grupo de
pacientes portadores da Fl da doenca (Tabela 7).

O controle dos niveis de parasitas durante a fase aguda pelo sistema
imunologico do hospedeiro, poderia ter consequéncias sobre a patologia da forma
clinica crénica. Em estudo experimental, camundongos infectados com alta dose de
tripomastigota, apés um ano de infeccdo, apresentaram infiltrado inflamatério
cardiaco com niveis elevados de linfocitos T CD8+, sugerindo que a alta parasitemia
poderia ativar mais fortemente o padréo de resposta do tipo Thl (moléculas efetoras
como lgG2a e IFN-y e células como macrofagos e linfécitos T CD8+) para eliminar o
T. cruzi, embora também tenha sido verificada uma tentativa de regulacdo
imunologica pela existéncia de uma correlacdo positiva entre IL-4 e IFN-y
(MARINHO et al., 1999). Provavelmente, uma carga parasitaria mais elevada exporia
guantidades maiores de antigenos ao sistema imune do hospedeiro, a serem

reconhecidos pelos linfécitos, induzindo uma forte resposta celular protetora, mas
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que, por outro lado, essa resposta poderia promover a evolucéo para formas clinicas

severas, apoés a fase aguda.
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8 CONCLUSOES

a)

b)

d)

As citocinas IFN-y e TNF-a produzidas por linfécitos T CD8+ apdés estimulo in
vitro de sangue periférico com o Ag-Rec CRA foi capaz de diferenciar os
pacientes chagasicos portadores da FC2 dos pacientes portadores da FC1 e
da FI, podendo ser candidatos a marcadores imunoldgicos da forma clinica

cardiaca severa da doenca;

Dentre os grupos de individuos avaliados, apenas os pacientes portadores da
FC2 nado apresentaram niveis de CD8+/IL-4+ e de CD4+/IL-4+ especificos ao
CRA e FRA, respectivamente, quando comparados aos individuos NI
sugerindo que a severidade da lesdo cardiaca esteja associada a uma
regulacdo imunoldgica pela producéo e secrecdo de niveis efetores de IL-4;

Individuos portadores da Fl, e ndo individuos portadores da FC (FC1 e FC2)
apresentaram niveis de CD4+/IL-10+ especificos ao CRA mais elevados que
os individuos NI, indicando que a producgdo de IL-10 por linfocitos T CD4+

esteja exercendo um papel regulatério nesses pacientes;

Os linfécitos T CD4+, bem como os linfocitos T CD8+ especificos aos Ags-
Recs, estdo envolvidos nos mecanismos de protecdo contra o T. cruzi e nos

mecanismos imunopatoldgicos das formas clinicas cronicas da doenca,;

Individuos portadores da FC2 sdo “altos” produtores de IFN-y e TNF-a
sugerindo que os niveis secretados dessas citocinas estejam relacionados
com a severidade do dano cardiaco, porém, esses individuos apresentam
correlagdes positivas entre citocinas inflamatorias (IFN-y e TNF-a) e citocinas
anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10), indicando que possuem mecanismos de
regulagdo, como a secregdo de IL-4 e IL-10, na tentativa de evitar danos

teciduais causados principalmente por IFN-y.
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9 PERSPECTIVAS

a)

b)

d)

Avaliar o fendtipo das células da resposta imune adaptativa e inata dos

pacientes chagasicos portadores das FC, FD e FI,

Avaliar o papel das células T reguladoras CD4'CD25" presentes no sangue
periférico dos pacientes chagasicos portadores das diferentes formas clinicas

apos estimulo in vitro com os Ags-Recs;

Avaliar o papel das células Thl7 presentes no sangue periférico dos
pacientes chagasicos portadores das diferentes formas clinicas apés estimulo

in vitro com os Ags-Recs;

Avaliar as moléculas co-estimuladoras/inibidoras presentes nas células de
sangue periférico de individuos chagéasicos portadores das formas clinicas
FC, FD e FI,;

Comparar 0os parametros acima entre os pacientes chagasicos de diferentes
areas endémicas, onde circulam cepas de T. cruzi de diferentes biodemas.



Lorena V. M. B. 85

REFERENCIAS

ABRAHAMSOHN, I. A.; COFFMAN, R. L. Trypanosoma cruzi: IL-10, TNF-a, IFN-y
and IL-12 regulate innate response and acquired immunity to infection.
Experimental Parasitology , New york, v. 84, p. 231-244, 1996.

ANDRADE, S. G.; MAGALHAES, J. B.; PONTES, A. L. Evaluation of
chemotherapy with benzonidazole and nifurtimox, in mice infected with
Trypanosoma cruzi strains of different types. Bulletin of the World Health
Organization , Geneve, v. 63, p. 721-726, 1985.

ABEL, L. C. J. et al. Chronic Chagas’ disease cardiomyopathy patients display an
increased IFN-y response to Trypanosoma cruzi infection. Journal of
Autoimmunity , Londres, v. 17, p. 99-108, 2001.

ALIBERT, J. C. et al. Interleukin-12 mediates resistence to Trypanosoma cruzi in
mice and is produced by murine macrophages in response to live trypomastigotes.
Infection and Immunity , Bethesda, v. 64, n. 5, p. 1961-1967, 1996.

ARAUJO, F.G. Development of resistence to Trypanosoma cruzi in mice depends
on a viable population of L3T4+ (CD4+) lymphocytes. Infection and Immunity ,
Bethesda, v. 57, p. 2246-2248, 1989.

ARAUJO, F. F. et al. Potential role of CD4+CD25"%" regulatory T cells in morbidity
in Chagas disease. Frontiers in Bioscience , New York, v. 12, p.2797-2806,
2007.

BACHMAIER, K. et al. INOS expression and nitrotyrosine for may ion in the
myocardium in response to inflammation is controlled by the interferon regulatory
transcription factor 1. Circulation , Dallas, v. 96, p. 585-591, 1997.

BAHIA-OLIVEIRA, L. M. G. et al. IFN-y in human Chagas’ disease: protection or
pathology? Brazilian Journal of Medical and Biological Researc  h, Ribeirdo
Preto, v. 31, n. 1, p. 127-131, 1998.

BAROJA, M. L.; CEUPPENS, J. L. More exact quantification of interleuk-2
production by addition of anti-Tac monoclonal antibody to cultures of stimulated
lymphocytes. Journal of Immunological Methods, = Amsterdam, v.98, n.2, p.267-
270, 1987.



Lorena V. M. B. 86

BARROS-MAZON, S. et al. Differential regulation of lymphoproliferative responses
to Trypanosoma cruzi antigen in patients with the cardiac or indeterminate form of
Chagas disease. Clinical Immunology , Orlando, v. 111, n. 1, p. 137-145, 2004.

BRENER, Z.; GAZZINELLI, R. T. Immunological control of Trypanosoma cruzi
infection and pathogenesis of Chagas’ disease. International Archives of
Allergy and Immunology , Basel, v. 114, n. 2, p. 103-110, 1997.

CANCADO, J. R. Tratamento especifico. In: CANCADO J. R.; CHUSTER M.
Cardiopatia Chagasica , Belo Horizonte: Fundagéo Carlos Chagas. 1985.

CARDOSO et al. Comparative analysis of cell phenotypes in different severe
clinical forms of Chagas’ disease. Frontiers in Bioscience , New York, v. 11, p.
1158-1163, 2006.

CETRON, M. S. et al. Humoral and cellular immune response of adults from
Northeastern Brazil with chronic Trypanosoma cruzi infection: depressed cellular
immune response to T. cruzi antigen among Chagas’ disease patients with
symptomatic versus indeterminate infection. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene , Baltimore, v. 49, n. 3, p. 370-382, 1993.

CHAGAS, C. Tripanossomiase americana. Forma aguda da moléstia. Memorias
do Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v.8, p. 37-60, 1916.

CORREA-OLIVEIRA, R. et al. The role of the immune response on the
development of severe clinical forms of human Chagas disease. Memdérias do
Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 94, p. 253-255, 1999.

CUNHA-NETO, E. et al. Cytokine production profile of heart-infiltrating T cells in
Chagas’ disease cardiomyopathy. Brazilian Journal of Medical and Biological
Research, Ribeirdo Preto, v. 31, n. 1, p. 133-137, 1998.

CUNHA-NETO, E. et al. Induction of cardiac autoimmunity in Chagas heart
disease: a case for molecular mimiicry. Autoimmunity , Londres, v. 39, p. 41-54,
2006.

CUNA, W. R.; ENCINA, J. L. R.; CUNA, C. R. Interferon-y or IL-10 production is
induced by related Trypanosoma cruzi antigens. The Journal of Parasitology
Lawrence, v. 86, n.2, p.295-299, 2000.



Lorena V. M. B. 87

D’AVILA D. A. et al. Immunological imbalance between IFN-y and IL-10 levels in
the sera of patients with the cardiac form of Chagas disease. Memoérias do
Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 104, n.1, p. 100-105, 2009.

DE TITTO, E. H. et al. Cell-mediated reactivity agaisnt human and Trypanosoma
cruzi antigens according to clinical status in Chagas’ disease patients.
Immunology Letters , Amsterdam, v. 9, p. 249-254, 1985.

DIAS, J. C. P. The indeterminate form of human chronic Chagas’ disease a clinical
epidemiological review. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropica |,
Uberaba, v. 22, n. 3, p. 147-156, 1989.

DIAS, J. C. et al. The impact of Chagas' disease control in Latin America: a
review. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 97, n.5, p. 603-
612, 2002.

DIAS, J.C.P. et al. Problems and perspectives for Chagas disease control: in
search of a realistic analysis. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical , Uberaba, v. 41, n. 2, p. 193-196, 2008.

DINIZ, F. B. et al. Impedimetric evaluation for diagnosis of Chagas' disease:
antigen-antibody interactions on metallic electrodes. Biosensors &
Bioelectronics , Oxford, v. 15, n. 2, p. 79-84, 2003.

DUARTE, G. (Ed). Diagnostico e conduta nas infeccfes ginecoldgicas e
obstétricas . Funpec Editora, Ribeirdo Preto, 2003.

DUTRA, W. O. et al. Activated T and B lymphocytes in peripheral blood of patients
with Chagas' disease. International immunology , Oxford, v. 6, n. 4, p. 499-506,
1994.

DUTRA, W. O. et al. Cytokine mRNA profile of peripheral blood mononuclear cells
isolated from individuals with Trypanosoma cruzi infection. Scandinavian Journal
of Immunology, Oslo, v. 45, n.1, p. 74-80, 1997.

DUTRA, O. D.; GOLLOB, K. J. Current concepts in imunoregulation and pathology
of human Chagas disease. Current Opinion in Infectious Diseases , Londres, v.
21, p. 287-292, 2008.



Lorena V. M. B. 88

DUTRA, W. O. et al. Cellular and genetic mechanisms involved in generation of
protective and pathogenic immune responses in human Chagas disease.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 104, Suppl. I, p. 208-
218, 2009.

FERREIRA et al. Increased plasma levels of tumor necrosis factor-alpha in
asymtomatic/"indeterminate” and Chagas disease cardiomyophaty patients.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 98, p. 407-411, 2003.

FIGUEIRO-FILHO, E. A. et al. Frequency of HIV-1, rubella, syphilis,
toxoplasmosis, cytomegalovirus, simple herpes virus, hepatitis B, hepatitis C,
Chagas disease and HTLV I/Il infection in pregnant women of State of Mato
Grosso do Sul. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropica |,
Uberaba, v. 40, n. 2, p. 181-187, 2007.

FUENMAYOR, C. et al. Acute Chagas’ disease: immunohistochemical
characteristics of T cell infiltrate and its relationship with T. cruzi parasitic antigens.
Acta Cardiologica , Leuven, v. 60, p. 33-67, 2005.

GADELHA, A. A. M. et al. Chagas’ s Disease Diagnosticis: Comparative Analysis
of Recombinant ELISA with Convencional ELISA and Hemagglutination Test.
Vox Sanguinis , Oxford, v.85, p. 165-170, 2003.

GAZZINELLI, R. T. et al. Identification and partial characterization of Trypanosoma
cruzi antigens recognized by T cells and immune sera from patients with Chagas’
disease. Infection and Immunity , Bethesda, v. 58, n. 5, p. 1437-1444, 1990.

GOLDENBERG, S. et al. Use of Trypanosoma cruzi antigens in the immunological
diagnosis of Chagas disease. Memarias do Instituto Butantan , Rio de Janeiro,
v.53,n.1, p. 71-76, 1991.

GOMES, Y. M. et al. Serodiagnosis of chronic Chagas’ disease by using EIE-
Recombinante-Chagas-Biomanguinhos kit. Memarias do Instituto Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, v. 96, n. 4, p. 497-501, 2001.

GOMES, J. A. S. et al. Evidence that development of severe cardiomyophathy in
human Chagas’ disease is due to a Thl-specific immune response. Infection and
Immunity , Bethesda, v. 71, n. 3, p.1185-1193, 2003.



Lorena V. M. B. 89

HIGUCHI, W.O. et al. Association of an increase in CD8+ T cells with the
presence of Trypanosoma cruzi antigens in chronic human chagasic myocarditis.
The American Journal of Tropical Medicine and Hygie  ne, Baltimore, v. 56, n.5,
p. 485-489, 1997.

HIGUCHI et al. Pathophysiology of the heart in Chagas’ disease: current status
and new developments. Cardiovascular Research, Oxford, v. 60, p. 96-107,
2003.

HUDSON, T. H.; GRILLO, F. G. Brefeldin-A Enhancement of Ricin A-chain
Immunotoxins and Blockade of Intact Ricin, Modeccin, and Abri. The Journal of
Biological Chemistry , Bethesda, v. 266, n. 28, p. 18586-18592, 1991.

HUGGINGS, W. D. Quadro Clinico: Fase Aguda. In: Malta J. (Org). Doenca de
Chagas. Sao Paulo: Editora Savier, 1996. p. 39-42.

HYLAND, K. V.; ENGMAN, D. M. Further thoughts on where we stand on the auto-
immunity hypothesis of Chagas disease. Trends Parasitology , Londres, v. 22, p.
101-102, 2006.

JONES, E. M. et al. Amplification of a T. cruzi DNA sequence from inflammatory
lesions in human Chagas cardiomyopathy. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene , Baltimore, v. 48, n. 4, p. 348-357, 1993.

KIERSZENBAUM, F. Where do we stand on the immunity hypothesis of Chagas
disease? Trends Parasitology , Londres, v. 21, p. 513-516, 2005.

KRIGGER, M. A. et al. Use of recombinant antigens for the accurate
immunodiagnosis of Chagas’disease. The American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene , Baltimore, v. 46, n. 4, p. 427-434, 1992.

LAEMMLI U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature, London, v. 227, p. 680-685, 1970.

LAFAILLE, J. J. et al. Structure and expression of two Trypanosoma cruzi genes
encoding antigenic proteins bearing repetitive epitopes. Molecular and
Biochemical Parasitology , Amsterdam, v. 35, n. 2, p. 127-136, 1989.



Lorena V. M. B. 90

LAUCELLA, S.A., ROTTENBERG, M.E., DE TITTO, E.H. Role of cytikines in
resintance and pathology in Trypanosoma cruzi infection. Revista Argentina de
Microbiologia , Buenos Aires, v. 28, p. 99-109, 1996.

LAUCELLA, S. A. et al. Frequency of interferon-y-producing T cells specific for
Trypanosma cruzi inversely correlates with disease severity in chronic human
Chagas disease. The Journal of Infectious Diseases , Chicago, v. 189, n.5,
p.909-918, 2004.

LORCA, M. et al. Immunodetection of antibodies in sera from symptomatic and
asymptomatic chilean Chagas’ disease patients with Trypanosoma cruzi
recombinant antigens. The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene , Baltimore, v. 46, n. 1, p. 44-49, 1992.

LORENA, V. M. B. et al. Cellular Immune Response from Chagasic Patients to
CRA or FRA recombinant antigens of Trypanosoma cruzi. Journal of Clinical
Laboratory Analysis , New York, v. 22, p. 91-98, 2008.

LORENA, V. M. B. et al. Producéo de citocinas intracitoplasmaticas em pacientes
chagésicos apds estimulo in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA
de Trypanosoma cruzi. In: 45°Congresso da Sociedade Brasileira de Medici na
Tropical, 2009, Recife. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropica |,
Uberaba, v. 42, supl. I, p. 155, 20089.

MARTINS, G. A. Gamma interferon modulates CD95 (Fas) and CD95 ligand (Fas-
L) expression and nitric oxide-induced apoptosis during the acute phase of
Trypanosoma cruzi infection: a possible role in immune response control.

Infection and Immunity , Bethesda, v. 67, n. 3, p.3864-3871, 1999.

MARINHO, C. R. F. Influence of Acute-Phase Parasite Load on Pathology,
Parasitismo, and Activation of the Immune System at the chronic phase of Chagas
disease. Infection and Immunity , Bethesda, v. 67, n. 1, p. 308-318, 1999.

MENEZES, C. A. S. et al. Phenotypic and functional characteristics of CD28+ and
CD28- cells from chagasic patients: distinct repertoire and cytokine expression.
Clinical & Experimental Immunology , Londres, v. 137, n. 1, p. 129-138, 2004.

MENEZES C. A. S.; TEIXEIRA M. M.; DUTRA W. O., 2009. A resposta
imunoldgica dos pacientes chagasicos , Portal de Chagas:
http://www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.ntm?sid=163.



Lorena V. M. B. 91

MICHAILOWSKY, V. et al. Humoral and cellular immune responses to
Trypanosoma cruzi- derived Paraflagellar Rod Proteins in patients with Chagas’
disease. Infection and Immunity , Bethesda, v. 71, n. 6, p. 3165-3171, 2003.

MINISTERIO DA SAUDE. Consenso Brasileiro em doenca de Chagas. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, = Uberaba, v. 38, supl. I, 29p.
2005.

MINOPRIO, P. et al. Policlonal Lymphocyte responses to murine Trypanosoma
cruzi infection. I. Quanification of both T and B cells responses. Scandinavian
Journal of Immunology , Oslo v. 24, p. 661, 1986.

MORATO, M. J. et al. Cellular immune responses of chagasic patients to antigens
derived from different Trypanosoma cruzi strains and clones. The American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene , Baltimore, v. 35, n. 3, p. 505-511,
1986.

MORRISSEY, J. H. Silver stain for proteins in poliacrylamide gel: a modified
procedure with enhaced uniform sensitivity. Analytical Biochemistry , New York,
v. 117, n.2, p. 307-310, 1981.

NICKELL, S. P.; SHARMA, D. Trypanosoma cruzi: roles for perforin-dependent
and perforin-independent immune mechanisms in acute resistance. Experimental
Parasitology , v. 94, p. 207-216, 2000.

OLIVEIRA JR, W. Forma Cronica: Forma Indeterminada. In: Malta J. (Org).
Doenca de Chagas . S&o Paulo: Editora Savier, 1996. p. 43-47.

OLIVEIRA, L. C. B. et al. Antigen-specific IL-4 and IL-10-secreting CD4+
lymphocytes increase in vivo susceptibility to Trypanosoma cruzi infection.
Cellular Immunology , New York, v. 170, p. 41-53, 1996.

PEREIRA, V. R. A. et al. Os antigenos recombinantes CRA e FRA de
Trypanosoma cruzi como marcadores de evolucao de formas clinicas. In: XVIII
Reunido Anual de Pesquisa Aplicada em Doenca de Chagas e VI Reunidao Anual
de Pesquisa Aplicada em Leishmanioses, 2002, Uberaba. Resumos ... Uberaba:
Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2002, p. 27.

PEREIRA, V. R. A. et al. Evaluation of the immune response to CRA and FRA
recombinant antigens of Trypanosoma cruzi in C57BI/6 mice. Revista da



Lorena V. M. B. 92

Sociedade Brasileira de Medicina Tropical , Uberaba, v. 36, n. 4, p. 435-440,
2003a.

PEREIRA, V. R. A. et al. Antibody isotype responses in BALB/c mice immunized
with the Cytoplasmic Repetitive Antigen and Flagellar Repetitive Antigen of
Trypanosoma cruzi. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz , Rio de Janeiro, v. 98,
n. 6, p. 823-825, 2003b.

PEREIRA, V. R. A. et al. Immunization with cytoplasmic repetitive antigen and
flagellar repetitive antigen of Trypanosoma cruzi stimulates a cellular immune
response in mice. Parasitology , Londres, v. 129, n. 5, p. 563-570, 2004.

PEREIRA, V. R. A. et al. Humoral and cellular immune responses in BALB/c and
C57BL/6 mice immunized with cytoplasmic (CRA) and flagellar (FRA) recombinant
repetitive antigens, in acute experimental Trypanosoma cruzi infection.
Parasitology Research , Estados Unidos, v. 96, n. 3, p. 154-161, 2005.

PRATA, A. Clinical and epidemiological aspects of Chagas disease. The Lancet
infectious diseases , New York, v. 1, n. 2, p. 92-100, 2001.

PRUSSIN, C.; METCALFE, D. D. Detection of intracytoplasmic cytokine using flow
cytometry and directly conjugated anti-cytokine antibodies. Journal of
Immunological Methods, Amsterdam, v.188, n.1, p.117-128, 1995.

REED, S.G. In vivo administration of recombinant IFNy induces macrofhage
activation and prevents acute disease, immunosuppression and death in
experimental T. cruzi infection. The Journal of Immunology , Oslo, v. 140, p.
4342-4347, 1988.

REED, S. G. et al. IL-10 mediates susceptibility to Trypanosoma cruzi infection.
The Journal of Immunology , Oslo, v. 153, p. 3135-3140, 1994.

REIS, D. D. et al. Characterization of inflammatory infiltrates in chronic chagasic
myocardial lesions: presence of TNF-a+ cells and dominance of granzyme A+,
CD8+ lymphocytes. The American Journal of Tropical Medicine and Hygie  ne,
Baltimore, v. 48, n.5, p. 637-642, 1993.

REIS, M. M. et al. An in situ quantitative immunohistochemical study of cytokines
and IL-2R+ in chronic human chagasic myocarditis: correlation with the presence



Lorena V. M. B. 93

of myocardial Trypanosoma cruzi antigens. Clinical immunology and
immunopathology , New York, v. 83, n. 2, p. 165-172, 1997.

RIBEIRAO, M. et al. Chagasic patients develop a type 1 immune response to
Tryposoma cruzi trans-sialidase. Parasite Immunology, Oxford, v.22, n.1, p. 49-
55, 2000.

ROCHA, M. O. C. An update on the management of Chagas cardiomyopathy,
Review. Expert Review of Anti-Infective Therapy, Londres, v. 5, n. 4, p. 727-
743, 2007.

RUSSO, D. M. et al. Human T cell responses in Leishmania infections. Progress
in Clinical Parasitology , New York, v.3, p. 119-124, 1993.

SHIKANAI-YASUDA et al. Posible oral transmision of acute Chagas’ disease in
Brazil. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sdo Pa  ulo, Séo Paulo, v.
33, p. 355-361, 1991.

SILVA, E. D. et al. Use of EIE-Recombinant-Chagas-Biomanguinhos kit to monitor
cure of human Chagas’ disease. Journal of Clinical Laboratory Analysis , New
York, v. 16, p. 132-136, 2002.

SILVA, J. S. et al. Interleukin 10 and interferon gamma regulation of experimental
Trypanosoma cruzi infection. The Journal of Experimental Medicine , New York,
v. 175, n.1, 169-174, 1992.

SILVEIRA, A. C. O controle da doenca de Chagas nos paises do Cone Sul da
América. Historia de uma iniciativa internacional. 1991/2001. In: SILVEIRA A. C.,
ARIAS A. R., SEGURAE., GUILLEN G., RUSSOMANDO G., SCHENONE H.,
DIAS J. C. P., PADILLA J. V., LORCA M., SALVATELLA R. O controle da
doenca de Chagas nos paises do Cone Sul da América.  Histdria de uma
iniciativa internacional. 1991/2001. Uberaba: Faculdade de Medicina do
Tridangulo Mineiro, 2002, p. 15-42.

SOARES, M. B. P. et al. Modulation of Chagasic cardiomyopathy by Interleukin-4.
Dissociation between Inflammation and Tissue Parasitism. American Journal of
Pathology , New York, v. 159, n. 2, p. 703-709, 2001.

SOUZA, P. E. A. et al. Monocytes from patients with indeterminate and cardiac
forms of Chagas’ disease display distinct phenotypic and functional characteristics



Lorena V. M. B. 94

associated with morbity. Infection and Immunity , Bethesda, v.72, n. 9, p. 5283-
5291, 2004.

SOUZA, P. E. A etal. T. cruzi infection induces differential modulation of
coestimulatory molecules and cytokines by monocytes and T cells from patients
with indeterminate and cardiac Chagas disease. Infection and Immunity
Bethesda, v.75, n., p. 1886-1894, 2007.

STEINDEL, M. et al. Characterization of Trypanosoma cruzi isolated from humans,
vectors, and animal reservoirs following an outbreak of acute human Chagas
disease in Santa Catarina State, Brazil. Diagnostic Microbiology and Infectious
Disease, Amsterdam, v. 60, p. 25-32, 2008.

TARLETON R.L. The role of T-cell subpopulations in experimental Chagas’
disease. Research Immunology , New York, v. 142, p. 130-133, 1991.

TARLETON. R.L. The role of T cells in Trypanosoma cruzi infections.
Parasitology Today , Hamilton, v. 11, p. 7-12, 1995.

TORRICO F. et al. Endogenous IFN-y is required for resistanse to acute
Trypanosoma cruzi infection in mice. The Journal of Immunology , Oslo, v. 146,
p. 3626-3632, 1991.

VAGO, A. R. et al. PCR detection of Trypanosoma cruzi DNA in esophageal
tissues of patients with chronic digestive Chagas disease. Lancet, Londres, v.
348, p. 891-892, 1996.

VALENTE, S. A. S. et al. Considerations on the epidemiology and transmisién of
Chagas’ disease in the Brazilian Amazon. Memodérias do Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, v. 94, n. 1, p. 395-398, 1999.

VERCOSA, A. F. A. et al. Chagas' disease: IgG isotypes against cytoplasmic
(CRA) and flagellar (FRA) recombinant repetitive antigens of Trypanosoma cruzi in
chronic Chagasic patients. Journal of Clinical Laboratory Analysis , New York,
v. 21, p. 271-276, 2007.

VIOTTI, R. et al. Clinical predictors of chronic cahgasic myocarditis progression.
Revista Espanhola de Cardiologia, Madri, v. 58, n. 9, p. 1037-1044, 2005.



Lorena V. M. B. 95

VITELLI-AVELAR, D. M. et al. Chagasic patients with indeterminate clinical form of
the disease have high frequencies of circulating CD3CD16CD56 Natural Killer T
cells and CD4CD25 regulatory T lymphocytes. Scandinavian Journal of
Immunology , Oslo, v. 62, n. 3, p. 297-308, 2005.

VITELLI-AVELAR, D. M. et al. Strategy to asses the overall cytokine profile of
circulating leukocytes and its association with distinct clinical forms of human
Chagas disease. Scandinavian Journal of Immunology , Oslo, v. 68, p. 516-525,
2008.

WENDEL, S. Transfusion-transmitted Chagas’ disease. Current Opinion in
Hematology , Philadelphia, v. 5, p. 406-411, 1998.

World Health Organization. Control of Chagas disease. WHO Technical Report
Series, v. 905, p. 109, 2002.



Lorena V. M. B. 96

ANEXO A - Aprovacao pelo Comité de Etica do CPgAM/Fiocruz

em Pesquisa
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Chagas utilizando os antigenos recombinantes CRA e FRA Ge 7. cruz”
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Registro no CEP/CPqAM/FIOCRUZ: 22/07

Registro no CAAE: 0022.0.095.000-07

PARECER N° 019/2007
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procedimentos metodolégicos do Projeto em questéo estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugdo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatacdo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 13 de junho de 2010. Em
caso de necessidade de renovacdo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizagao do projeto.
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e Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 13/06/2008.
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APENDICE A - Caracteristicas dos individuos portadores da doenca de Chagas

I?:elg(lqilr\;l) Sexo Idade Naturalidade El?r:ir::]:
1. HUOC 218 M 35 Jaboatdo dos Guararapes-PE FC1
2. HUOC 219 F 36 Pesqueira-PE FC2
3. HUOC 221 F 57 Triunfo-PE FC1
4, HUOC 225 M 62 Buique-PE FC1
5. HUQOC 226 F 63 Triunfo-PE FC1
6. HUOC 228 F 69 Cha de Alegria-PE FC1
7. HUQOC 234 F NI Vicosa-AL FC1
8. HUOC 235 F 70 Sao José da Lage-AL FC2
9. HUOC 236 M NI Escada-PE Fl
10. HUOC 237 M 69 Carpina-PE FC2
11. HUOC 239 F 63 Buique-PE Fl
12. HUOC 240 F 58 Itapeti-PE FC2
13. HUOC 241 F 61 Afogados da Ingazeira-PE FC1
14. HUOC 242 M 59 Bom Jardim-PE FC2
15. HUOC 243 M 54 Itambé-PE FC1
16. HUOC 244 F 64 Belém de Maria-PE FC2
17. HUOC 245 F 77 Vicéncia-PE FC1
18. HUOC 246 F 55 Bom Jardim-PE FC1
19. HUOC 250 F 45 Caetés-PE Fl
20. HUOC 251 M 52 Bom Jardim-PE FC2
21 HUOC 252 F 59 Sertania-PE FI
22. HUOC 253 M 44 Sao Benedito do Sul-PE FC1
23. HUOC 254 M 30 Sertania-PE FC1
24. HUOC 255 M 61 Nazaré da Mata-PE FC1
25. HUOC 258 M 63 Séo José do Egito FC 2
26. HUOC 259 F NI Cachoeira-PE FI
27. HUOC 260 F 55 Macaparana-PE FC1
28. HUOC 261 M 63 Bom jardim-PE Fl
29. HUOC 264 F 60 Tabira-PE FC 2
30. HUOC 265 F 67 Sao José da Lage-AL FC 2
31. HUOC 267 M 30 Terra Nova-PE Fl
32. HUOC 268 F 69 Nazaré da Mata-PE FC1
33. HUOC 269 F 60 Paciéncia-PE FC2
34. HUOC 270 F 38 Arcoverde-PE FI
35. HUOC 276 F 72 Itapeti-PE FC2
36. HUOC 277 M 62 Carpina-PE FC 2
37. HUOC 278 F 65 Limoeiro-PE FC 2
38. HUOC 279 M 23 Mirandiba-PE FI
39. HUOC 281 F 59 Sao Vicente Férrer-PE FC2

Nota: NI: ndo informado; F: sexo feminino; M: sexo Masculino; FC1: portadores da forma clinica
cardiaca sem dilatagédo; FC2: portadores da forma clinica cardiaca com dilatagéo; Fl: portadores da

forma clinica indeterminada;
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APENDICE B - Caracteristicas dos individuos n&o-chagésicos estudados

Registro

CPGAM Sexo Idade Naturalidade
1. NI 32 F 57 Carpina-PE
2. NI 33 F 67 Desterro-PB
3. NI 37 F 38 Pesqueira-PE
4, NI 38 F 37 Paudalho-PE
5. NI 39 F 62 Alianca-PE
6. NI 40 F 54 Olinda-PE

Nota: NI: Nao infectado; F: sexo feminino; M: sexo Masculino;
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APENDICE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Paciente

< w

! FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO PARA O PACIENTE

Titulo de projeto: Investigacdo de marcadores imunolégicos na doenca de Chagas utilizando
os antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma cruzi

Eu, , RG , aceito
participar desse estudo, cujo objetivo & investigar o potencial dos antigenos recombinantes CRA
e FRA como marcadores das formas clinicas crénicas da doenca de Chagas. Fui informado que
como portador da doenga de Chagas terei meu sangue (30-40ml) coletado através de um tubo
adaptado a uma agulha, estéril e descartavel, contendo uma substancia que nao coagula o
sangue. Esse procedimento é praticamente isento de risco pois todo material utilizado &
descartavel, porém, podera causar dor ou hematoma. Fui informado que 0 meu sangue sera
cultivado e avaliado quanto & producéo de citocinas (uma substancia envolvida no sistema de
defesa contra doencas), quando em contato com os antigenos acima citados. Fui informado
ainda que, se os antigenos CRA e FRA funcionarem como produtores de um padréo de
citocinas nas formas clinicas crénicas da doenca, sera de grande auxilio para orientar a conduta
médica relacionada ao tratamento do paciente. Fui informado que os meus dados serdo
preservados em sigilo absoluto quando da publicagéo do resultado da pesquisa. Também fui
informado que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de
penalizacdo ou pressdo e que ndo serei ressarcido financeiramente para participar deste
estudo. Fui informado também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando uma
em posse do entrevistador e outra comigo.

Atesto que entendi o conteudo deste termo de consentimento livre e esclarecido, concordo de
livre e espontanea vontade em participar desse estudo e que esclareci todas as minhas davidas
com o pesquisador responsavel.

Data:_ [/ [
Assinatura do Paciente
Data.___ /| [
Testemunha
Data: [/ [

Assinatura do responsavel pelo projeto

Responsavel pelo projeto:

Virginia Maria Barros de Lorena

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2559/ 2101-2566/ 9965-1663

Médica responsavel:

Dra Maria da Gloria de Melo

Ambulatério de Doenca de Chagas, Hospital Universitario Oswaldo Cruz
Telefone para contato: 2101-1441/ 9976-5398

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://www.cpqam.fiocruz.br
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APENDICE D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Voluntario

Controle

< -~ W

FIOCRUZ
Centro de Pesquisas

AGGEU MAGALHAES Ministério da Satde

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O VOLUNTARIO
CONTROLE

Titulo de projeto: Investigacio de marcadores imunolégicos na doenga de Chagas utilizando
os antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma cruzi

Eu, ., RG , aceito
participar desse estudo, cujo objetivo & investigar o potencial dos antigenos recombinantes CRA
e FRA como marcadores das formas clinicas crénicas da doenca de Chagas. Fui informado
que, como voluntario controle para o estudo, terei meu sangue (30-40ml) coletado através de
um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel, contendo uma substancia que n&o
coagula o sangue. Esse procedimento & praticamente isento de risco pois todo material utilizado
¢ descartavel, porém, podera causar dor ou hematoma. Fui informado que o meu sangue sera
cultivado e avaliado quanto & produgio de citocinas (uma substancia envolvida no sistema de
defesa contra doengas), quando em contato com os antigenos acima citados. Fui informado
ainda que, se os antigenos CRA e FRA funcionarem como produtores de um padréo de
citocinas nas formas clinicas crénicas da doenca, sera de grande auxilio para orientar a conduta
médica relacionada ao tratamento do paciente. Fui informado que os meus dados ser&o
preservados em sigilo absoluto guando da publicago do resultado da pesquisa. Também fui
informado que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de
penalizacdo ou pressd3o e que ndo serei ressarcido financeiramente para participar deste
estudo. Fui informado também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando uma
em posse do entrevistador e outra comigo.

Atesto que entendi o contelido deste termo de consentimento livre e esclarecido, concordo de
livre e espontanea vontade em participar desse estudo e que esclareci todas as minhas duvidas
com o pesquisador responsavel.

Data_ [/ [
Assinatura do voluntario controle
Data.___ [/ [
Testemunha
Data: [/ [/

Assinatura do responsavel pelo projeto

Responsavel pelo projeto:

Virginia Maria Barros de Lorena

Centro de Pesguisas Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2559/ 2101-2566/ 9965-1663

Médica responsavel:

Dra Maria da Gléria de Melo

Ambulatério de Doenca de Chagas, Hospital Universitario Oswaldo Cruz
Telefone para contato: 2101-1441/ 9976-5398

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - hitp://www.cpgam.fiocruz.br
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APENDICE E - Formulario de Pesquisa

FIOCRUZ

C/i'&tamsdé] MAGALHAES Ministério da Saude
Formulario de Pesquisa

Titulo do projeto: Investigacdo de marcadores imunolégicos na doenca de Chagas utilizando os
antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma cruzi (Responsavel: Virginia Lorena)

1. Nome:
Prontuario n°: Registro CPqAM: Data da coleta:
Paciente do(a) Dr(a):

2. Sexo: (1) Feminino  (2) Masculino 3. Idade: (1) De 18 2 29 anos
(3) De 30 a 39 anos
(4) De 40 a 59 anos
(5) A partir de 60 anos
4. Enderego:
Bairro: Municipio: Estado:
Telefone: (__ ) - Celular: (_) -
5. Municipio de nascimento: Estado:

6. Epidemiologia:

Morou em casa de taipa? ( )Sim ( )Nao ( )Naosabe
Ja recebeu transfusao sanguinea? ( )Sim ( )Nao ( )N&osabe
Conhece o barbeiro? ( )Sim ( )Nao ( )Naosabe
A mée é portadora da doenca de Chagas? ( )Sim ( )N&o ( ) N&o sabe

Quando descobriu a doenga?

7. Sorologia HUOC:

IFL: (1) positivo (2) negativo (3) ndo realizado; OBS:
HAL (1) positivo (2) negativo (3) nao realizado; OBS:
ELISA: (1) positivo (2) negativo (3) ndo realizado; OBS:

8. Exames clinicos:
RX de torax: (1) normal (2) dilatagdo (3) néo realizado. OBS:
ECO: (1) Fungdo sistélica: ( ) normal (quando FE>55%)
() Disfuncéo leve (quando FE: 55-40%)
Fracdo de ejecdo: () Disfungao moderada (quando FE: 40-30%)
( ) Disfungéo grave (quando <30%)
(2) Funcéo Diastolica: ( ) normal
(' )anormal
(3) Aumento do ventriculo esquerdo
(4) Néo realizado. OBS:
ECG: (1) normal  (2) anormal (3) néo realizado; OBS:
Sendo anormal: ( ) Blogueios
() Alteracées isquémicas
( ) Extrassistoles/ taquicardia
() Arritmias
( ) Sobrecarga
() Dilatagéo
() Marca-passo
RX eséfago: (1) normal (2) dilatagdo (3) nédo realizado; OBS:
Enema opaco: (1) normal (2) dilatagdo (3) néo realizado; OBS:

9. Possui queixas digestivas (engasgo efou constipagdo)? ( ) Sim ( ) Né&o
10. Tratamento etioldgico (Benzonidazol): (1) Sim (2) Nao

11. Forma clinica crénica: (1) Forma cardiaca ( )semdilatacdo ( )com dilatagéo
(2) Forma digestiva ( ) megaesoéfago ( ) megacolon
(3) Forma indeterminada
(4) Forma mista

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670420
Recife - PE - Brasil - http:/www.cpgam.fiocruz,br
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APENDICE F - Artigo publicado

Journal of Glinical Laboratory &nalysis Z2:91-98 (2008)

Cellular Immune Response From Chagasic Patients to CRA
or FRA Recombinant Antigens of Trypanosoma cruzi

Virginia M.B. Lorena,' Alinne FA. Vergosa,' Raquel C.A. Machado,'
Lucas Moitinho-Silva,' Maria G.A. Cavalcanti,® Edimilson D. Silva,”
Antonio G.P. Ferreira,® Rodrigo Correa-Oliveira,® Valéria R.A. Pereira,’
and Yara M. Gomes'*
'Departamenio de Imunologia, Centro de Pesquizas Aggeu Magaihdes (CPgAM ) Fiooruz,
Aeaie-FE, Braal
*Hospital Universitdno Oswaldo Cruz (HUOC ) Universidade de Pemambuco (UWPE), Reafe-PE, Brazil
ADeparlamenio de Aealivos para Dagndstico, Bio-ManguinhosFiocnz, Ao de Jansiro-AlY, Brazi
*Laboratdnio de Imunologia Celular & Malecular do Centro de Pesquisas Rend Rachou (CPgRA)YAocnz,
Belo Honzonte-MGE, Brazil

Wao poposn w0 analwo o rolbon
botwoon tho colllar mmune mesponsa of
Crizges’ dsoaso palonts a%or in wito
simuation of poiphoral biood mononuc-
loar colls (FEMC) with mcombinant and-
QoG Cfopasmatc  mpoitvn ant
(CRA) or fagoller mpotive ardgon (FHA)
of T ozt and tha chronic dirical forms of
dsoess. Cols wom Smdlaied using phiy-
ey wnin, CHA FRA o & solubio
anfigon of Epmasigota (A Epd for 240
T2hr or 6 days. Tho poifomion of ools
was ovallated afor & days of cubuo by
shcason of noorporaiod Y Symiding
nos wWom moasumd in e supor
miatanes obta nod 2% o 24 b Sumior RS
factor [TMFx and meadoukin [IL]41, 72he
1), and & days Jntedtomn (9]0
using ereyme insd [memuno sorbont assay
(ELEBA) Colls of o Chages patonts
sumdated Wi e moombnant o
oefibitod Righor pmifomtion rosponGos

comparod with that of non-Chagas (NG
indiduals Howowor, whon polifomion
was com bomwoon pationts with 50
cadac form (OF) or indotorminato foem
JF, it was not possbio o ostablish
a diforonco in e roegporse. So far as
o cfolknes smomind N T culum
supomatants afor smulaton in witm
with T. oruzi anfigons wom conon misd, o
mzdts showed et CRA as woll as
Epi-Ag, woro abio o simulats o produc
ton of THE - and BNy in Chaga s patonts
s comipad with NG ndriduas. Howowar
fhin Cyhodng lovels 2o simulation with S
T. onzl antgons woro not dforont bo-
twoon fho pationts with OF and 5. GRA
was capabio of inducing a T helpor Typo 1
{Th1] mmune msponsa, with  olovased
producton of TME-x and IFM5 In Chagas
padorts that am camors of OF and IF
clinical formas. J. Qlin. Lab. Anal 2291 -28
2008 £ 0 ey L, I

Koy words: cyiokinos; moombinant antgons; Chiagas' deoaso

BACKGROUND

Chages” deease n amsideed an mporant pubhc
health problem, = the global prevalence of ths human
miection 15 etmmaied @ around 16-18 mallion cases and
approsmakely 130 malbon people are under msk of
miectzon (1) [ = estimated that around 25-30% of the
medwvaduals inkected by Trypanosama oz wall deveop
mreversible  chmcal forms o the doesse, causmg
consxlerable moraliy and morkichity mies in popula-
twmns ol endemic wuntnes (2).
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The pathology of the kmons that kead 1o sven Torms
of the dmease 15 shill unknown 340 With mrespect o the
mile]l mechanmms myvalved m the development of
Chages” duesse canbiomyopathy, some works sugpest
the partcpaton of sutammune mechanisms (4-6)
However, other authors mecognoe the exmtence of a
specilic mmune respome 1o the antigens of the parssie
that coukl contnbute dmectly 1o the evelutom of the
dmeuse (712

[rflerences m the mienzty of the probfemtive cellular
msponse hewen the asymplomatx form amnd the
symplomats formms have een reporzd by vanous
anthoms. Cetromn et al (15) idenidied & grester miensiy
of cell prohfeation in perphera] blood mononuchear
cells (P BMO) of inclnesdual carmers of the mdetermmaite
chrcal form (I F) when comparel 1o carmer patents of
the ardme fomm O F)and digestive clmacal forms afier
m wvilre simmulatsen with  iypomasigole bysste of
T. ouzi Inverse mesulls were produced when the cell
stimulbion was perlormed with aniagens obamed from
epamasbigok lomms of the pareste (14). Daflennces in
cellular reactivily were meporied in imdividual carners of
svere UF do flagellar (69%) and cytosole (63%)
Iractwens of T, orwt when compumed o the mesult of
amymplomate madmaduaks (38% and 27%, reipechively )
(15}, However, other stuches Tound ma dillerences m the
problemtive cll msponse hetvesn =symplomabic pa-
twends and these carmerns of symplomatx Torms afier in
wvitre stmmulstion of PEBMO with hysates Drom dafleren
straams amd clones of epamas tgode fomms of T ozt (16
purdied epmasiigole Irctions (17) and  perfigellar
mol provems (PERE) (15).

Complex T, ousd antigens have heen used 1o
mveiligale patlems of cytlokme seaebomn m FEMO of
Chages” duesse patents (8.9, 19) Thee stuches deman-
sirated] that the mierdeukm (IL}10 = the cyloline
smomeded by IF patents, suggestng that ths cylokine
coukl be asmocated with the prodection of the host
agadmil the deveopment of chron symplomat forms.
The CF patients, however, have high kevels ol inkerfaon
(IFPM)=y, bemg comelated with the level of seventy of
carchac mjury (9}

Few sludwes have been performed wih  purdied
antigens of the parssite. PEMO from chagesac indiv-
duals after in wira stmmulbon wath PFR secreted hagh
kvels of IFN-y aml tumor neaoss facior (TH Fpea.
Haowever, mo dillerence was loand between OF and 1F
meliviluals (18} The predommant respomse of [FM-y
was meparied in cardiomyopathy patents when PEMOS
were shimubded with  trens-sabdase (20, wath a
mecambmant T orum BIS predem (21) ar wath purdied
sublrachom of Inpomasbgole anbgens (22). Another
study, aloshowesd the [FR-y production alter stmuls-

lwm wath crupam (230

X Cla. Lol Anal THOT 1002 Scia

The use of mokcularly defined sequences of the
parasie m o regqumile nol just for the development of
serol agacal hlood teis amd sareening m blood banks, bt
also for the demidication of imporant mokculkes m
parase-host mizrmction and to undersiand processes
reluted to the mmunopathoksgy of Chages” dmease
(24,25).

Twa mecambinant antigens (FecAgs), cyloplssmatc
mepedive antigen (CRA ) and flagellar mpetitve antzgen
(FRAL almady studed m murme maode] 26-29), have
been succeisiully wed mo the mmunodmgnoms of
Chages’ deeuse (30-33) Thes: antigens wem abo usel
Loy v uade the cure for Chages” deease m patients Trom
hlmas Cieras (Brasal) trexded m the acoe phase of the
miectim (). In a pakel study pedormed through our
group, CRA and FRA were camble of inducmg the
praduction of cylokmes m the PEMO of Chagas
melviduzlk (Peram el al, unpublshed resulis). FRA
stimubsted PEMO m OF patients to produce IFN-y and
ThF-xand, CRA stimuleted the production of [L-10Thy
melwvxlual camwers of the IF o of the dmesse,
suggestmg that these antigens could wlemafy dstine
prodiles of cvlokmes hetween individual cormers of the
dalTerent dmacal forms of the dizease

Conmdenng the imporance of the immune mesponse
agamsl the anbigens of the parasie, evidenmced by the
production of speclic antthades agamst CRA or FRA
by Chagas patenits (35) and by the potentz] prognostc
value of Fec-Ags (Pemam el al, unpubizshed mesults),
the present stucy evalusted the specific mnmune cellular
mesponse o these antigens by PEMOS of OF and IF
Chagas modivduals asmang o wse prognosia marbers of
the everhutzon of sevens: chmeal lorms of Chagas” duese.

METHODS
T. eruzi Antigens

The CRA and FRA anbigens were prepamed in the
Ba=hMangumhos Depuriment of Reactves for Diagnos
tics and oblamed as previously publshed by Ereger
el al. (31}, The soluble epmasipele antgen (Epi-Ag)
Trom the Y stram of T orazd was oblamed aconding ko
Pereara et al. (36)

Study Population

Patienls carryimg forms of chrone Chagas” dmease
wemne selecied m the Cha gas” disease Unal of the Osvaldo
Cree Universaty Flospalal (HUOC), 21 the Universty of
FPemambuco (UFE) The selection of these individuak
wag haged on the follrwang cnterze: 1) chnscal tests Tor
the charasclermatxom of the dmacal forms eslablshed by
the Waorld Health Orgenmeatson (WHO (15 2 positve
serodogacal tesis for Chagas” disease; amed 3) mod havmg
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heen submatted o etielogeca] treatment. The mdmvadual
carmers of OF (n = 19, 3582 vears okl; & females and 11

males), were selected by showmg allerstions in decira-
carchogram and for dilstation of the heart, ahsence of
dilsstion  of the mophagus, ahsence of digestve
complamis and posmtive serokrmeal results lor T ooruzy
miectom. Indvwlusl csmers of [Fi{n =17, 22-69 yaurs
akl; 10 female; aned seven males), were seleckd by not
havmg shown any type of cardme andjor digestive
allerstions, bl wath postne serologeeal mesulis for
T.ooruziimlection (1) A group of non-miected Chagay”
dsmse whinlees (MO} (n= 19, 21-50 years okl; 14
lemales amd seven mades), was agembled lor compar

mon with Chages peients accordmg 1o three cnlena: 1)
never havmg mesided moan endemac amea of Chagas”
dsse; Z) never having mecerved & hlood trnsfumon;
anel 3) having a negative sralogoal reiull for Chagas”
duese. The methods presented mo tlos study were
approved by the etlocs commattes of O PoAM Froome.

Obtaining the Mononuclear Calls of Peripheral
Blood

A tedal of SmL ol hepannooed Wood was maxed 1o
phasphate bullaed salme PBES) pH 72 (122 and added
1 tubes cnilanmg FoslHipagque (Amersham Baos-
ciences, Uppsals, Sweden) (153 of the bload-PES
mixtune ). Aler centnfugmg (900 g for Smm at 2070,
the PEMCO was mmoved. The cellk were washed two
tmmes by cemimbuge (S0 g Tor 10 man at 2000 ) m medm
RPRD 1680 (Sgmma, 54 Lows, MO) and comnted in
Meubauer chamber. The cell oconceniratons were
adljuted for the cell proldemstion tests aml 1o obdaan
cullure supemalanis.

Ceall Proliteration Assay

Celluber suspensions (2 s 107 cells fwell) wens deposiied
m Wewell cullume plutes (Costlar 3595 Commg Incor-
poraied, Commeg, WY and stmmulsted wath phytohe-
magglutmm (PHA) (Cultslab, 530 Pauks, Brael) (2. 5pg)
mL}, Epe-Ag 25pgmL), and the Fec-Ag CRA or
FRA 2pg'mL) (ale prevdous kmetic dose-respaonses),
angd withow stomulation. The plates were mouhbated
(ATAC8 % OO ) Tor & days (a2fler previous kmets fime-
m-:]ji-:mﬁe}. Al 16 hr bedore the end of moubation, 0.5 pls
of THethymadine (Amemsham Baosciences) was adced.
The matersz] of the cell coltume was collecied through a
semimlomatic cell harvester and deposted on glusg-
fiber paper (Skatron Instruments, Sterlmg, VAL The
meorparation of * Hethymadine was quaniffied following
the ematted B radiztion expresed in counls per manuie
(CFM) The stmmulation mdex (51 was @boulaed by
divelmg the mean CPM of the stmulaied cultures by the
mean CFM of the nonstimubsted cultunes.
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Evaluation of the Cytokines of Culture
Super natants

Cell suspensions (5 = 107 cellywell) were depositel m
cullure plaes of 48 well Costar 3548 Commg Incorpaor
reled) and simulied wih FHA (10pg'ml), Epsig
(25ugmly, and Fec-Ag CRA or FRA (Zpg'ml) (aler
pravious kmnetc dose-nesponse ) and wathoul any shmule-
txm. The plates were incubated (37°05% O04) Tor 24 amd
T2hr amd 6 cdays (2l prevous kmebc tne-mespomse).
Supermiznts wene collecked alier cemimfugetion amd stored
al =T Then, Sewel | macropletes (Malge Munc Inla ne-
Tzl Corporziion, Focheser, WY) weme sensioos] wath
the monockmal anbcylokme anithacdes (THFa = 2pgf
ml, L4 =2 pgml, IL-10= pgimL., and [FR-y = 0.5 gl
mL) (&} Syslems, Mmneapals, M) amd moubated
avemight =t £°C. The cul twre supeamatant; (S0pl fwell), 2
well & slamclards (R& DY Sysems) were added m duphcaie
aned mouheted ovemight &t £, The standards were added
alter smial diluton wath Bcor 2 from the matzl
concentratons: ThiFa =200 pg'mL; (L8 =8 0005l
mbl;  IL-10 = 80 pegml; IFN-y= 18006 pg'ml.  m
FF BT 1680 2% detal bovme serum (FBS). The maonod onal
anticylokme  snbihacdes oombmed with hoim (T
a= lng'ml; [L-=125ngml; I[L-10=5ngml;
andl [FP-y = 125ngmly (F& DD Systems) wene ackled for
2hr = ambamt  empersiune  Streplsvicdmeperoacase
(1200000, (Phammangen, San Jose, CA) was then added a1
momn lenperiune and the mmmumocomplees wen ce-
tected wiilemg meveadmg solubon (EPL, Canthersburg,
MY The rexciion was Rocked with cine acd 0.2 b and
The raslmg was camed oul in & spectrophodometer (maode]
3550 Feo-Rad Laborstones, Inc., Venna, VA) & 405nm.
The resulls were dome 25 the men of the duphces+
stancherd deazton &I

Slatistical Analysis

The Kolmagorow-Smamay tesl evaluated the nommal-
iy amumplion of the data. To verdly the esmlence of
differences between stimulated aml unstmmulsted cul
tures withm each group studsed, the Wicoxon tesl was
usedl for pasred samples. To compare the dilemence
between the groups, the KmslalWalls test folkoed by
the Mann-Whiney test were used, when a diflerence
between  exmited. All conchimons were lzken & a
mgnificance level of 5%, The sollwane programs used
were Euxcel 2000 and Satisical Package lor Socal
Bowences (3P55, Redmond, WA) wemon 80 (SPES
Incorparated, Clocags, [L)

RESULTS

The Iymphoproblerabon response expresed a5 an 51
w shown m Table 1. Profdemtme mesponses of the

JoCEa Tak Anal THOT 0000 i
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TABLE 1. Lyesphoprdiferatye nspoase nhes faced wits T sl antigens and with mitogee”

CFia= 1T IFiz= 17 M (m= 1]

5150 F 51450 F 54 51

CRA 1964212 LR 2994143 LR | 0314021
FR& 29642 &5 eS| 24d4093 il A3 40.25
Egufig 6154235 eS| 1594514 eS| 037404
FHA 150249 9 R 2974 18ER R I3443.75

B nomal of 16 Chags carsies of Se chadcal cedue (0F) aad sletesnisate] TF) Narms were evaluaied. The meass of S fienlatios isdue (51}
of e Chagen patess wese compaurad i Boae of Be soe-Chigs sdealial (N0
5T, smsdnsd dewatos, PP wale compassg OF aad TF wols NC CRA, cyleplamaic wpelitvwe atges, FRA, Tagellas mpelfowe aniges

Epe g, sclable epemuntgote asiges, PHA, plynclemaggutais
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Fg. 1.

Dhetn: Soe of THF-a b= supermsd of PRMO caltise of Chaga paSess asd WO casien @l sSmulaton witk T, omsl aefgess

CRA, FRA  asdseduie Eg- A of T omel. labivdual cevies of e CF (2 = 1T azdof Be TF (2= 1T asd WO sdadeal (2 = 19). The posats
(0, O V) aepeemesnt i be mea s of e dypln Sos, The boasoatl b s apesiest heas hewlic meas The 68 il Gesos ame isdn el i=ife

Sgpase willk fhe P ovalue

T. cruz anbgens wens venfied after & days of
cell cultivatiom. [t was observed that bath CF amd
IF mdweluals showed a2 gmeater anbigen-speafic
mesponse than the RC mdmidiel aler stmulation wath
CRA, FRA, and EpeAg The milogenic stmmulabon,
weedl a5 @ postiive condrol, was agnificantly  burger
m Chagas’ disesse patents when companed 1o RO
melmvaduals.

High levels of THF-z and [Fk-y ovtolanes were
detected m the culture supematants of PAMO of CFand
IF mdmacdhual after cll stmmulatien wath CRA or En-
Ag (Fags. 1 and 2} The producton of TREF-2 m PEMO
cultures of OF {mean =662 52 pe'ml 4 50, =294.001})
and [F  {mean =652 16 pe'ml 4 30— 23988 stimu-
kted wath CRA was higher when compared 1o
the PBMC  cultures  of WO {mean = 386 60pg
mL4+5D=20380. A smulr msull was ohserved
m  the stimulded cultures with Ea-Ag, that g,
CF (mean = 47597 pg/ml 4 80 = 25993}  and [F
(mean = 45064 peiml 4 50 = ZT0.72) (Fg. 1)

L Cla Dab Al THOT 1001002 Sela

Signdicant  values were lound when comparng
prodluction of IFR-y of CF {men= 27255 pg’
mL A5 = 2786 60) and IF (men = LE2] 22 peimlL
+50 = L5TEZ2)  with WO (mean = 977 80 pgl
mL 450 = Z0E7 &48) inchwvidualk, when the cells wene
shimulsted with CRA. In the el collures stmmuksted
with Epe-Ag, the production of ITFN-y was ako
mgnticant when compared to COF {men = 5749 14 pgl
mL 450 = 5084 95) and IF {masn = &18] 38 paiml
45D = 458304 wath WO (mean =&0087 peiml
450 = 1,331 820 mdnadmek (Feg 2. However, no
mgnificant dilfermces were found between OF and [F.
Alhough memeased production of IL-10 m supsrnatanis
af PMBC of Chagas patients (OF and [Fp afler
stimulstion with T cruzt antigens has heen manalested,
ghove all wath FRA (Fig. 3), them was no spnificant
dillemence in this praduction wih the group of KO
melviduals. The producton of T« afer stimukstion
with T. ouwzd ambigems was nod observed (data nol
shown).
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DISCUSSI0ON

The immune systan plays a2 crucl rele an Chagas®
dmmuse pathology, posably pedommaing hodh mo the
contral of the T cruzi miection by hmaling the severaly
of the diseage, and promodmg tmsue damage m the
mecagnized area of the parame (370 This facd makes it
difficult 1o understamed the pariapation of the cell
mnumune response, especlly reganding the functions of
cylokmes in the development of Chagas cardsopathy.
The relatzonship between the macizvily of T cedls agamst
the parssle amnd 115 anfigens has thus been demon-
strated, and the phenotypecal and functional characler-
watiom of thee el has permatted the mvestigation of

thar functizms in the estabishment of the pathologcl
mesponges  (mdwvidual camens of senmous  fomms) oor
preveclors (maividuals wath medeterminate foms) (37
The study™s purpose was to invesigate the cellular
mumune response mo ths disease by evaluating the
mesponse of twao recombman antigens of the parse
amdl thar comelatzon with the chmical fomms of Chagas’
dmease. To thsend, PAMOS of camlzme dmescal Tomm amd
mdetermmate fom carmer pabienls were simnulaied m
wvitra with the RecAgs CRA and FRA of T, orusiamd
larial parasile el

O mesults showed that both OF and [F inchvdualk
demaons traled spedlic and sigmificant speclic prohfens-
Irverespome agamsl O RA and FRA, that & twa 1o three
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tmmes less than the mesponse ohserved for the ozl
parasle exiraclt (Table 1) These mesulls were modl
surgrmmng, first as il & known that there 15 a large
vamaion in the cell reiponse of these mdmaduls, and
secomd  hecause i1 om o omlated do the mesponse o
mcombmant antigens. Ths vanation m cell reiponse
apmamsl ey anfigens hag abready been demonsirate] by
Maorsta et al (16) where 30% of IF and 3353% of
CF Chagas patents showed low macimedy of FEMO 1o
mx amigens denved from ddfaem clones of T ooruzd
The decrezse m hmphoprobloatve response was alka
melated m a2 kbngitelmal stely of mmmume respaonse
carmed oul by Mosa et al (1), where levels of
parasiemas (evalusted afiler andical senodsgnoss)
were comelaied with the mduction m cell proliderstion
m mdweluals with IF, suggesting that, m palenis
with CF, a madulsting mechanmm coukl hawe been
misEIng.

Barros-Mamon et al (10) showed that cell profifers.
txm reulimg from the acivation of soluble trypomas-
figede antgens was sgndlicantly greater in Chagas
patients (bath OF aml IF) when the cullures were
trezied with medometzcme, 2n mhibiior of prosiaglamndin
synibess, suggestmg that cell msponses in Chagas
palients are negatively regulsied by prosiaghnding. It
m known thal macrophages andjor dendriie cells,
among other, secrele cylokmes, suwch as [L-10, or
soduble melizton, such 25 the reactive mienmecdtes of
axygen and mitogen, thal can momase o suppRess
prohlerstive cell respomse (3880} In genemal, there &
Eitle misrmmation aboul the mechanisms that mregulaie
the parssle-spectdic lvmphocyte mresponse m Chagas
palienis.

Lattle, however, 15 known about the specfic resiponse
Py dsodeled antigens of the parsie. In ths study, high
evels of TRF-z 2 IFMN-vy were deected m Chagas
patients aller stmmukion of FEMO with CRA or Epa-
Ag. However, the cyloline level were not dilferent
between the patwents wath COF and TF (Figs. 1 and 2

Bhglies m puients with OF have mevealed a Type |
mumune response, with elevated production of THEF-x
andd TFN -y, Cunha-Peto et al. (4] ) stuched the praduc-
tom of cylokmes in supematznt cullures of T cdlk
obdamed in hear baopses of eight OF patemnis. The
msulls showed that the cell of seven ol esght haogmes
praduce] TFM-v, six ol esght produced ThEF-2 and three
ol eaght produced [L-10. However, L4 aml [L-12Z were
mid detected. The presence of [N -y and ThF-z, m the
ahsmce of TL-4, modcates a patern of Type 1
miflammatery response in individual carmers of Chagas
carchomyopathy, Despate the small number of inch-
duals studwed by Cunha-Medo et 2l (41), this precdom-
nance of THF-2and [FM-y 15 in agreement with other
previous studees (42 435)

T Tl Lalb. Anal TR 1001002 Seia

High levels ol IFMN-y ane asmocmted with the severly of
caml e olmsmuse (9) protehly due o an esacerbation of the
mumune response, parxcubrly mo the carchac fiber,
promedang the destructon of these cells (244) ThiFa,
however, has been shown to modulae the espresaon of
alhemion maoleculkes, thus percipatmg in the milamma-
lawy processes for imgressme vmphocyles 1o the inflam-
matin ale and contnbutmg 1o the progresson of the
kel milasmmadory rasclion m Chagas aandwoqaihy (45)

In our study, slthough we found evidence of an
merezsed production of [L-10 m PEMO supamiznts of
Chages puients (OF and IF) aHer stmmulaton wath
T. cruzd antigens, especially with FRA, there was no
mgnificant difference m ths producton with the growge
aof WO mdwvaduals (Fg 3)

It 15 known that msnmunoregulating cylokmes ([L-10,
[L-4, and tramlormmg growth facor [TGERR) ame
mperriant far contralbng anfection by T oz (46). The
megulatory T cells have heen described asa population of
T cell that regulate hoth innute and adapive respomies,
mchucdmg the mesponse 1o pathogens or o sell antgens
(47 48 ). However, they can contnbule 1o the escape of
T. oruzd Irom the mmmume sysiem of the host and 1o the
eslablshment of the chrone phase of the dmease ($6).

MMonocyles macrophages in PAMO, of indivicuals
with the IF lorm of the dmease, am the maun cell
producers of IL-10 after simulstion with trypomasi-
goe andd epimastigaode vsate (9) and can be invalved m
the regulstion of the immune regponse in Chagay”
dmease, modulsting the expressom and funchon of
[L-12 and IFM-y {3} The detrucine procss m the
patents with OF coubkd, for ths meason, be due 1o a
lzalume m the megulabon of the T helper type 1 (Thi)
mspons by [L-100 According 1o Gomes et al (9),
lactorm such a5 genelic characlenmsics of the host,
changes in the immune syslem dependent on age,
superposmbion of miectiom by other macroorgansms
amdl for mandectom with T oruzt, coukl be involved m
the immunaqthel agacal proceis.

Furthermaon:, mdmniduak wath posmine serokegcal
tests for the miection, and wathon electrocandiographc
changes, reswlents of communites m Paragusy, showed
elevaled level of 14, another cylolane secreted by T
cellk from dype 2 (49), suggesimg that  mepeied
expasures Lo the parasite cruld hawve caused a dilkerent
prodile of cylokmes. The results of this study showed
that them was no groduction of TL-4 alier siamukelion
with T. cruzi antigens, in agreement with recent studes
(18,20, 22,500, m which patent selechon did nod occur
sodely moan endemae area o the dmease.

The difference: between our mesults aned  those
descrbed by Pererra et al. (mpublshed mesulis), where
@ dmtmat profile of cytokimnes was shown between OF
amdd TF amelivwluals, could have been related, prncpily,
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tor the diflerent methods wed in the siucwes. The low
levels of cylokmes m the cullures amdfor thar rpad
comsumpdzm by el receplors coukd alier the leve of
detection of these faciom throuwgh ELISA caplure (51).
The evaluizeon of the mimcyloplsme oylokmes by
flow cylometry 15 thus mone mepresenlzbive, as the
cylokmes s imprsonsl m the mienor of the cell
cyloplusm (52).

In resume, the study showed that CRA was capable
ol meducing = type Thl memuone respanse, with elevated
production of TRF-x and IF&N=-y in Chagas palients
with CF amd [F chmcal fomms However, 1o fully
undersiand the evoluaon of the clmcal lorms of the
dmmse, cylolines secreted by PERMO of Chages patients
will be evaluatel lollvwang flow cylamelry mvolving
melwslual resdents of chilTerent endemsc areas, where
ather sirams of T crwa ame found
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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