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RESUMO

Virios mecanismos imunorreguladores tém sido propostos na infeccdo causada pelo
protozoario T. cruzi como células T reguladoras, apoptose e citocinas reguladoras.
Recentemente foi demonstrada a participagdo de células T CD4'CD25" (Treg) no controle da
resposta imune. A identificacdo de células TCD4 CD25" e o seu papel tem sido objeto de
intenso estudo devido ao papel critico dessas células na manutencdo da auto-tolerancia, bem
como, no controle da resposta imune. Nosso objetivo neste trabalho foi avaliar o perfil
fenotipico e os mecanismos pelos quais as células T CD4'CD25"€" exercem sua funcdo em
individuos portadores das formas clinicas indeterminada (IND) e cardiaca (CARD) da doenca
de Chagas. Nossos resultados mostraram que pacientes apresentando a forma clinica IND
possuem maior percentual de células TCD4"CD25""IL-10" no sangue periférico e que essas
células mantém a expressao de Foxp3 por periodos de tempo semelhantes aos dos individuos
nao infectados (NI). Adicionalmente, nossos dados mostraram que os pacientes de grupo IND
também possuem um maior percentual de células Foxp3 positivas no tecido cardiaco. Por
outro lado, os pacientes do grupo CARD apresentam um aumento de células
TCD4'CD25""CTLA-4", Granzima B" ¢ que apresentam uma queda na expressdo de Foxp3
ap6s alguns dias de cultura. Nossos resultados ainda mostraram que as células Treg dos
pacientes portadores da doenga de Chagas apresentam perfil de ativacdo e de migracao
podendo, desta forma, migrar para o local de infec¢do e provavelmente atuar in Situ. Além
disso, as células TCD4'CD25"€" dos pacientes portadores da doenga de Chagas atuam de
forma antigeno especifica e possuem uma tendéncia a regular a atividade de células efetoras.
Nossos dados mostram que o tratamento quimioterapico tem efeito no percentual de células
TCD4'CD25"" porém sua atividade supressora e produgio de citocinas ndo ¢ alterada. De
fato, o papel das células Treg durante o tratamento ainda ¢ desconhecido e sdo necessarios
estudos adicionais para melhor caracterizar a resposta imunologica pds-tratamento. Nossos
dados reforcam a importancia das células Treg no desenvolvimento da doenca de Chagas,
sugerindo que a resposta imune contra T. cruzi pode ser regulada por varios mecanismos
supressores do hospedeiro e que os mecanismos reguladores desenvolvidos pelos individuos

portadores das diferentes formas clinicas sdo distintos.
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ABSTRACT

Many immunoregulatory mechanisms have been proposed for the infection caused by
the protozoan parasite Trypanosoma cruzi, including those that involve regulatory T cells,
apoptosis and regulatory cytokines. Recently, it has been demonstrated the participation of
regulatory CD4'CD25" T cells (Treg) in the control of the immune response. The
identification of the CD4°CD25" T cells and its role have been the object of intense studies
due to the putative critical role of these cells in maintaining self tolerance, as well as in the
control of immune response. In this study we evaluate the phenotypic profile and the
mechanisms by which the CD4'CD25"e" T cells function in patients with the indeterminate
(IND) and cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. Our results showed that patients
with the IND clinical form present an increase on the percentage of CD4"CD25™¢"L-10" T
cells in the peripheral blood. These cells also express Foxp3 for a similar period of time as
non-infected individuals (NI). Additionally, the data show that patients from the IND group
also present an increase of Foxp3 positive cells in the cardiac tissue. On the other hand, the
patients from the group CARD showed an increase of CD4"CD25"¢"CTLA-4", Granzima B*
T cells and a decrease in the Foxp3 expression in culture. The results demonstrated that Treg
cells from patients with Chagas disease present an activated and migratory profile and
therefore may be able to migrate to the tissues where acting in situ. Moreover, CD4'CD25"eh
T cells from patients with Chagas disease are antigen specific and have a tendency to regulate
the activity of effectors cells. Our data showed that the chemotherapeutic treatment affect the
percentage of CD4'CD25"" T cells, however, their suppressive activity and cytokines
production do not changed. In fact, the role of Treg cells during the treatment is still unknown
and additional studies are necessary for better characterization of the immunologic response
after treatment. Our data emphasize the importance of Treg cells for the development of
Chagas disease, suggesting that the immune response against T. cruzi can be regulated by
several suppressive mechanisms from the host and that these regulatory mechanisms are

distinct in the different clinical forms of Chagas disease.
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1 INTRODUCAO

Em abril de 1909, Carlos Chagas comunicou ao mundo cientifico a descoberta da

doenga de Chagas, seu agente causal, o protozoario Trypanosoma cruzi, e o inseto que o
transmitia, triatomineo conhecido como “barbeiro”. O “feito” de Chagas, considerado tnico
na histéria da medicina, constitui um marco decisivo na histéria da ciéncia e¢ da saude
brasileira. Segundo a Organizagdo Mundial de Saiude existem aproximadamente 15 milhdes
de individuos infectados na América Latina, apresentando o Brasil cerca de 5 milhdes de
pacientes com doenga de Chagas (WHO, 2003).

Estima-se que durante a fase cronica da doenga cerca de 60% dos individuos
infectados apresentam forma clinica indeterminada, com auséncia de sinais e sintomas da
doenca. Entretanto, ap6s 20-30 anos de infec¢ao, cerca de 30% dos individuos desenvolvem a
forma cardiaca, resultante de danos progressivos do miocardio levando a cardiopatia
chagasica, representando um sério problema de saude publica (Dias, 1989). Os custos
previdencidrios e médico-hospitalares, processos de perpetuacdo de pobreza familiar em
zonas endémicas, baixa produtividade e programas de controle e vigilancia sdo elementos que
indicam importantes gastos financeiros e sociais dos paises afetados pela endemia.

Vérios estudos buscam compreender os mecanismos envolvidos no controle e/ou
desenvolvimento das formas graves na doenga de Chagas na tentativa de encontrar
marcador(es) de evolucdo da morbidade permitindo, assim, a identificagdo de pacientes que
possam ser acompanhados mais intensamente, e que deverao receber tratamentos alternativos,
se disponiveis. Esses estudos sdo extremamente importantes no contexto mundial devido ao
fato da doenca de Chagas ainda ser um problema de satde publica, com risco de transmissao

anual de 200.000 novos casos.
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2 OBJETIVO GERAL

Determinar o perfil fenotipico e os mecanismos pelos quais as células T reguladoras

CD4'CD25" (Treg) exercem sua fungdo nas diferentes formas clinicas da doenga de Chagas.

2.1 Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil fenotipico das células T CD4'CD25"e"

moléculas de superficie (CTLA-4, CD45RA, CD45RO, HLA-DR, CD40L, CD69, GITR), e

através da expressdao das

fatores intracelulares Foxp3, Granzima B e das citocinas IL-10, TGF-B e IL-17 do sangue
periférico dos individuos ndo-infectados (NI) e dos pacientes apresentando as formas clinicas

IND e CARD, ex Vvivo ¢ apds estimulagdo in vitro com antigenos do T. cruzi;

Caracterizar o perfil migratério das células T CD4'CD25™¢" através da expressio das
moléculas de superficie (CD62L°, CD54, CD11a e CD18) do sangue periférico dos individuos
NI e dos pacientes apresentando as formas clinicas IND ¢ CARD ex vivo e apés estimulagdo

in vitro com antigenos do T. cruzi;

Avaliar a presenga de células Foxp3 positivas em amostras de tecido cardiaco dos individuos

NI e dos pacientes apresentando as formas clinicas IND e CARD;

Verificar o efeito da estimulagdo in vitro com antigenos ndo relacionados sobre perfil das
células TCD4'CD25™" do sangue periférico dos individuos NI e dos pacientes apresentando

as formas clinicas IND e CARD;

Avaliar a atividade inibitoria de células T CD4 CD25" purificadas a partir de amostras do
sangue periférico dos individuos NI e dos pacientes apresentando as formas clinicas IND e

CARD sobre a proliferagao celular;

Avaliar o mecanismo de supressio das células T CD4'CD25" através do bloqueio in vitro
com anticorpos monoclonais anti-TGF-f ou anti-IL10 ou anti-CTLA-4 em células

mononucleares do sangue periférico (PBMC) dos individuos NI e dos pacientes apresentando

as formas clinicas IND e CARD;
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Determinar a cinética de expressao de Foxp3 em PBMC dos individuos NI e dos pacientes
apresentando as formas clinicas IND e CARD apo6s estimulagdo in vitro com antigenos do T.

cruzi;

Avaliar o efeito do tratamento com Benzonidazol sobre o perfil fenotipico das células
TCD4'CD25"e" através da expressao de Foxp3, dos marcadores de superficie CD45RO,
CTLA-4 e das citocinas intracitoplasmaticas IL10 e IFN-y dos pacientes apresentando a forma

clinica CARD ap6s estimulagao in vitro com antigenos do T. cruzi.

22



3 REVISAO DA LITERATURA

Ha 100 anos, Carlos Chagas descreveu a doenca de Chagas (Chagas, 1909)

reportando seus elementos clinicos, anatomopatologicos, epidemioldgicos, bem como seu
agente etiologico, Trypanosoma cruzi, transmitido pelo inseto da ordem Hemiptera. Segundo
a Organizagdo Mundial de Saude existem aproximadamente 15 milhdes de individuos
infectados na América Latina, apresentando o Brasil cerca de 5 milhdes de chagéasicos (WHO,
2003). Apesar dos grandes avangos obtidos no controle da transmissdo natural, dados da
organiza¢do mundial da saide mostram que ainda existe a incidéncia de 200 mil novos casos
ao ano (WHO, 2003).

A transmissao natural da doenca se faz pelo contato do hospedeiro vertebrado com as
fezes e/ou urina do inseto vetor, contaminadas com as formas tripomastigotas do T. cruzi
(Barreto, 1979). A infeccdo dos insetos ocorre durante a suc¢do do sangue do hospedeiro
vertebrado infectado, quando os tripomastigotas sangiiineos sdo ingeridos e, uma vez no
intestino do inseto, passam por alteracdes morfologicas e fisioldgicas transformando-se em
formas tripomastigotas metaciclicas. Os tripomastigotas metaciclicos sdo expelidos com as
fezes e/ou urina do inseto vetor no local da picada, ap6s o repasto sangiiineo, e penetram no
hospedeiro através da pele lesada ou mucosa. A forma tripomastigota se desenvolve no
interior de diferentes tipos de células do hospedeiro vertebrado. No interior dessas células, os
parasitos se transformam na forma amastigota que se multiplica por sucessivas divisdes
binarias, evoluindo, posteriormente, para a forma tripomastigota. As células infectadas
rompem-se € 0s parasitos livres invadem células proximas ou alcangam a corrente sangiiinea
disseminando a infecc¢do para os diferentes orgaos e sistemas (Dias, 2000).

Outros mecanismos de transmissdo, alternativos ao vetorial, tém sido descritos e
incluem a via transfusional, a transmissdo congénita, transplantes de 6rgdos e acidentes
laboratoriais (Bittencourt, 1976; Brener, 1987; Schmunis, 1991; Dias, 2000). Além disso, em
regides como na AmazoOnia, existem mecanismos excepcionais de transmissdo (vetorial
domiciliar sem colonizagdo, vetorial extradomiciliar) e a ocorréncia de surtos episddicos de
transmissdo oral (Coura, 2006). Recentemente, ocorreram surtos de doenga de Chagas com
forma aguda e morte apods ingestdo de formas tripomastigotas dissolvidas em bebidas, como
suco de cana e acai, em que os insetos vetores silvestres, provavelmente, foram triturados
durante o preparo ou suas fezes contaminaram o alimento, conforme divulgado amplamente
na midia e no Guia de Vigilancia Epidemiologica do Ministério da Saude (Brasil, 2005).

A anadlise clinica e laboratorial de pacientes portadores da doenca de Chagas permite
classificar a infeccdo em duas fases: aguda e cronica. A fase aguda caracteriza-se por
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alteracdes teciduais degenerativas e inflamatorias focais, devido a uma intensa multiplicagao
local do parasito. Manifestacdes sist€émicas, como febre, mal estar, astenia, edema subcutaneo,
linfadenomegalia, esplenomegalia e hepatomegalia, podem também ser observadas (Laranja,
1953; Rezende & Rassi, 1994). Entretanto, em geral, esses sinais sdo atenuados e a fase inicial
da doenca passa despercebida, confundindo-se com uma "gripe" ou "mal estar" passageiro.

O benzonidazol ¢ o composto disponivel para o tratamento da doenga de Chagas no
Brasil. Esse composto apresenta sérios efeitos colaterais, requer administracdo por longos
periodos de tempo sob supervisdo médica e héd grande variagao na susceptibilidade de isolados
do parasito a agdo dessa droga, sendo recomendado o tratamento de pacientes na fase aguda e
cronica recentes, nos quais se observam resultados positivos, principalmente em criangas
menores de 15 anos (Urbina & Docampo, 2003). Sabe-se que durante a fase aguda a
terapéutica especifica tem sucesso significativo com niveis de cura que podem chegar a 70%
dos pacientes tratados (Rassi et al., 2000). Estudos realizados por nosso grupo e outros
mostram que ha estreita relacao sinérgica entre a producao de elevados niveis de IFN-y e a
eficacia do tratamento quimioterapico instituido na fase aguda da infeccdo chagasica (Bahia-
Oliveira et al., 2000; Sathler-Avelar et al., 2006).

A evolugdo da fase aguda para a fase cronica, que pode durar de poucas semanas a
meses, ¢ acompanhada pelo gradativo desaparecimento das manifestagdes clinicas,
diminui¢do da parasitemia e elevacdo de anticorpos especificos da classe IgG. Do ponto de
vista clinico, as manifestacdes desenvolvidas durante a fase cronica da doenga permitem a
classificagdo dos pacientes em diferentes formas clinicas: indeterminada (IND), cardiaca
(CARD), digestiva (DIG) ou cardiodigestiva (CDG). A forma clinica indeterminada ¢
observada na maioria dos pacientes infectados (50-60%) que podem permanecer
assintomaticos por periodos de tempo longos e varidveis. Esses pacientes apresentam testes
soroldgicos e/ou parasitologicos positivos para o T. cruzi e exames clinicos como
eletrocardiograficos e radiologicos (silhueta cardiaca, esd6fago e cdlon) normais (Dias, 1989;
Macedo, 1997). No entanto, exames adicionais, mais sofisticados, podem demonstrar nesses
pacientes algumas alteragdes e anormalidades, geralmente discretas, que podem significar
tanto uma evolucdo no curso da infeccdo como resquicios do processo inflamatdrio agudo ou
cronico inicial, j& cicatrizado e sem progressao clinica ou anatdmica evidente (Dias, 2000).
Acredita-se que cerca de 2 a 5% dos pacientes apresentando a forma clinica indeterminada
irdo desenvolver a forma cardiaca a cada ano, enquanto uma menor percentagem ird
apresentar a forma digestiva (megacolon e/ou megaesofago) (Macedo, 1980; Dias, 1989).

Aproximadamente, 30 a 40% dos individuos infectados desenvolvem a forma clinica

cardiaca podendo apresentar alteracdes eletrocardiograficas decorrentes da infecgdo

24



chagasica, levando ao surgimento de arritmias e insuficiéncia cardiaca (Brener, 1987). A
miocardite chagésica cronica caracteriza-se por um infiltrado de células mononucleares,
destrui¢do de fibras cardiacas no foco inflamatdério e comprometimento dos plexos nervosos,
levando ao aparecimento de fibrose no tecido cardiaco (Andrade, 2000). Nos estagios iniciais,
o paciente pode apresentar sintomas leves, relacionados a distirbios de ritmo. Nos estagios
intermediarios, as manifestagdes clinicas persistem ou se intensificam e pode ser detectado
aumento do coracdo, de grau leve a moderado. Nos estagios finais, ha acentuado aumento do
coracdo com grave insuficiéncia cardiaca congestiva, fendmenos tromboembolicos e arritmias
graves. A morte subita representa um risco constante em qualquer estadgio da forma clinica
cardiaca da doenca de Chagas (Mady et al., 1994). A infeccdo chagasica pode levar ainda a
dilatacdes do colon e esdfago (megacolon e megaesofago), principais manifestacdes da forma
clinica digestiva. A denominacdo de forma clinica digestiva foi inicialmente proposta por
Rezende (1959) para os casos de pacientes que apresentavam a doenca de Chagas, sem a
presenca de alteragdes cardiacas, mas com megaesdfago e megacdlon bem caracterizados.
Inquéritos realizados em areas endémicas mostram que a prevaléncia da forma clinica DIG
varia em torno de 6-9% em individuos acometidos pela doenca de Chagas (Dias, 1989).

Uma das grandes incognitas na doengca de Chagas é o tratamento quimioterapico
durante a fase cronica da doenga. Apesar da maioria dos estudos revelarem uma baixa
eficiéncia desse farmaco durante a terapia de pacientes cronicos, avaliagdes recentes tém
sugerido o tratamento de modo a retardar, ou mesmo evitar, a evolucdo da doenca cronica
(Andrade et al., 2004; De Castro et al., 2006; Viotti et al., 2006). No entanto, na fase cronica e
principalmente de pacientes portadores das formas graves nao se conhece bem o efeito do
tratamento. Considerando que o parasito tem papel importante no desenvolvimento das
formas graves observadas nos pacientes portadores da doenca de Chagas, ¢ interessante
especular se o tratamento com benzonidazol interfere nos mecanismos reguladores de
pacientes apresentando a forma clinica cardiaca da infec¢ao.

Os mecanismos especificos envolvidos com o estabelecimento/manutengdo das
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas sdo complexos. Nao se sabe explicar como
alguns individuos infectados desenvolvem formas graves da doenca e nem o fato das
manifestagdes clinicas serem t3o heterogéneas. Acredita-se que estas manifestagdes sdo
conseqiiéncias de multiplos fatores ligados ao T. cruzi (cepa, viruléncia, antigenicidade,
tropismo, tamanho do in6culo) e ao hospedeiro (idade, sexo, raca, perfil da resposta imune)
(Dias, 2000).

O prolongado periodo de laténcia e a escassez no numero de parasitos, contrapostos a

intensidade e a extensdo das lesdes, tém levado diversos autores a avaliarem o envolvimento
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de fatores auto-imunes na patogénese da lesdo chagasica. Alguns autores apontam, ainda, para
a existéncia de reagdo cruzada entre componentes autdlogos e antigenos do T. cruzi
(Kierszenbaum, 1986, 1999, Al-Sabbagh et al., 1998; Kalil & Cunha-Neto, 1996; Cunha-Neto
et al., 1995; Levitus et al., 1991; Van Voorhis & Eisen, 1989; Acosta & Santos-Buch, 1985;
Wood et al., 1982). Entretanto, outros trabalhos sugerem que o parasitismo intracelular pode
ser mais freqliente do que previamente demonstrado por microscopia Otica, sugerindo haver,
na patologia chagasica, uma participacdo direta da reatividade imunoldgica contra células
parasitadas (Anez et al.,1999; Higuchi et al., 1993,1997; Vago et al., 1996; Tarleton, 2001).
De fato, Higuchi e colaboradores (1993) utilizando técnicas de imunohistoquimica
estabeleceram uma associagdo entre a presenca de antigenos do T. cruzi e a formagdo de
infiltrados inflamatdrios no tecido cardiaco de pacientes com miocardite chagésica.

Devido a limitagdes éticas de se estudar o perfil fenotipico do infiltrado inflamatoério e
lesdes teciduais decorrentes da infec¢ao cronica da doenca de Chagas, varios pesquisadores
téem utilizado o sangue periférico como estratégia para avaliar a resposta imunoldgica
desencadeada durante a fase cronica da doenga. Estudos da resposta imune celular na infecgdo
chagasica tém sido desenvolvidos através da analise da reatividade in vitro de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes apds a estimulacdo antigénica
especifica, bem como, por estudos da composi¢cdo celular de diferentes compartimentos. A
resposta de proliferacdo de PBMC de pacientes portadores de diferentes formas clinicas da
doenga de Chagas tem demonstrado que essas células sdo capazes de proliferar quando
estimuladas in vitro por antigenos soluveis das formas epimastigotas ou tripomastigotas do T.
cruzi (De Titto et al., 1983; Morato et al.,1986; Michailowsky et al., 2003; Gomes et al.,
2003; Barros-Mazon et al., 2004). Diferencas na intensidade da resposta de proliferagdao de
PBMC aos antigenos do parasito tem sido reportado (Morato et al., 1986; Barros-Mazon et
al., 2004), embora outros estudos ndo tenham observado diferengas entre as formas clinicas
(De Titto et al., 1983). A remocdo de células aderentes em culturas de PBMC leva a um
aumento da resposta proliferativa (Morato et al., 1986), sugerindo um efeito supressivo
exercido pelos mondcitos/macréfagos. Citocinas e mediadores da resposta imune produzidos
por estas células, como a IL-10, prostaglandinas, reativos intermediarios de oxigénio ou de
nitrogénio (ROI e RNI) sdo moléculas que poderiam mediar a supressdo da proliferagdo e
ativacdo de linfécitos (Abrahamsohn & Coffman, 1995, 1996; Pinge Filho et al., 1999;
Barros-Mazon et al., 2004), levando consequentemente a diminui¢do da intensidade da reacao
imune. Além disso, na doenc¢a de chagas também foi observado que mondcitos derivados de
pacientes apresentando a forma clinica indeterminada apresentam caracteristicas moduladoras

como, baixa expressao da molécula HLA-DR e alta expressao de IL-10, enquanto mondcitos
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derivados de pacientes apresentando a forma clinica cardiaca parecem estar comprometidos
com intensa resposta inflamatéria devido a alta expressdo de TNF-a (Souza et al., 2004)
sugerindo uma participagao critica dessas células na infecgao.

Embora inumeros trabalhos utilizando modelos experimentais tenham definido a
importancia das subpopulagdes de linfocitos T CD4"™ e CDS’, bem como de células NK,
macrofagos e células B na infecgdo pelo T. cruzi (Laguens et al., 1981; Honteberytie-
Joskowicz et al.,1991; Ribeiro Dos Santos et al.,1992; Soares & Ribeiro Dos Santos, 1999;
Tarleton et al.,1992, 1990; Araujo, 1989; Rottenberg et al.,1988,1993; Brener & Gazzinelli,
1997), o papel dessas células ainda ndo estéd totalmente esclarecido na infec¢cao humana.

Na doenca de Chagas humana, a avalia¢ao de células presentes no sangue periférico de
pacientes chagasicos cronicos demonstrou um grande numero de células T e B circulantes,
além de uma diminuigdo significativa no percentual de células T CD3" (Dutra et al.,1994).
Células B CD5" estdo presentes em alto percentual na circulagio destes pacientes, sugerindo
uma relagdo entre estes fendtipos celulares e o desenvolvimento de autoimunidade na doenga
de Chagas (Dutra et al.,1994). E importante salientar que esta populagio de linfocitos é capaz
de produzir auto-anticorpos relacionados a alguns processos auto-imunes no homem (Hardy
& Hayakawa, 1986; Becker et al.,1990; Hardy et al., 1994). Observa-se ainda prolifera¢ao
diferenciada de populagdes celulares apds estimulag@o in vitro com antigenos do T. cruzi ou
com anticorpos anti-epimastgotas (Id). Dessa maneira, a estimulagdo com antigenos de T.
cruzi leva a expansdo preferencial de células T ativadas enquanto Id estimula
preferencialmente células B CD5" e células T CD8". O fato de que antigenos do parasito e
anticorpos anti-parasito estarem presentes no hospedeiro durante a fase cronica da infecgao,
sugerem o seu envolvimento em mecanismos distintos de ativagdo celular e provavelmente no
desenvolvimento da patologia chagasica (Dutra et al., 2000).

As citocinas desempenham papel importante na regulacdo da resposta imune e,
seguramente, estdo envolvidas tanto na resisténcia a infeccdo quanto nos mecanismos
relacionados a evolugdo da doenca de Chagas. Varios estudos t€m mostrado uma associacao
entre IFN-y e a resisténcia do hospedeiro a infec¢do experimental pelo T. cruzi (Reed, 1988;
Mccabe et al., 1988, 1991; Nabors & Tarleton, 1991; Torrico et al., 1991; Muifioz-Fernandez
et al., 1992; Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995; Cardillo et al., 1996; Holscher et al., 1998).
Acredita-se que o IFN-y ative macrofagos, aumentando a producao de 6xido nitrico (NO) que,
por sua vez, inibe a replicag@o intracelular do parasito (Reed, 1988; Gazzinelli et al., 1992;
Vespa et al.,, 1994). Por outro lado, a IL-10 ¢ capaz de inibir a ativagdo de macrdofagos
induzida por IFN-y, inibindo tanto a liberagdo de NO quanto a diferenciacdo de células Thl

(Silva et al., 1992; Reed et al., 1994; Abrahamsohn & Coffman,1996; Abbas et al., 2000).
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A avaliacdo do papel imunorregulador das citocinas na doenga de Chagas humana ¢
ainda escassa. Dutra e colaboradores (1997), utilizando RT-PCR, analisaram os niveis de
expressdo de mRNA para varias citocinas em PBMC de pacientes portadores da doenga de
Chagas e individuos ndo infectados (NI). A analise de PBMC antes de estimulacdo antigénica
mostrou que os niveis de expressao de mRNA para IL-5, IL-10, IL-13 e IFN-y encontravam-
se aumentados nos pacientes quando comparados aos individuos NI. A estimulacdo de
PBMCs de pacientes por antigenos parasitarios (EPI e TRIPO) mostraram um aumento na
expressao de mRNA para [FN-y e baixa para IL-10. O inverso foi observado apods estimulacao
por anticorpos anti-epimastigota. Estes achados sugerem que a presenca simultanea de
resposta a estimulos antigénicos assim como aquelas mediadas por anticorpos durante a fase
cronica da doenca de Chagas poderiam explicar a existéncia de reatividade inflamatoria e
anti-inflamatoria detectada na maioria dos pacientes.

Bahia-Oliveira e colaboradores (1998) sugeriram um papel duplo para o IFN-y no
decorrer da doenga chagéasica humana. Utilizando PBMCs obtidas de grupos distintos de
pacientes com a doenga de Chagas, tratados e ndo tratados durante a fase aguda, esses autores
relataram niveis significativamente mais elevados desta citocina em pacientes considerados
curados quando comparados a pacientes tratados ndo curados. Paradoxalmente, no grupo nao
tratado, composto por pacientes portadores da forma cronica da doenga, a citocina IFN-y
estava mais elevada em pacientes cardiacos do que em pacientes assintomaticos. Desta forma,
esta citocina poderia estar envolvida tanto na protecdo quanto no desenvolvimento da
patologia chagasica. Esses autores atribuiram ainda, papel para o IFN-y na eliminacao do
parasito, em conjunto com a quimioterapia especifica, levando assim a cura dos pacientes
(Bahia-Oliveira et al., 2000), enquanto nas formas mais graves esta citocina estaria envolvida
na indug¢do de resposta inflamatoria (Gomes et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que
pacientes apresentando a forma clinica cardiaca apresentam alteragcdes nos niveis de secre¢ao
de IFN-y e IL-10 e que estes niveis correlacionam diretamente com o desenvolvimento das
formas mais graves da doenga. (Abel et al.,, 2001; Gomes et al., 2003). Esses autores
mostraram que pacientes com as formas clinicas cardiaca e indeterminada secretam IFN-y
diferencialmente ao estimulo induzido pelo T. cruzi, sugerindo que um perfil do Tipo 1 pode
ter papel no desenvolvimento da cardiopatia. Recentemente, foi observado que a razdo entre
as citocinas IFN-y/IL-10 estd aumentada nos pacientes da forma clinica cardiaca quando
comparada ao grupo indeterminado, entretanto, a razdo IL-10/IFN-y nos pacientes da forma
clinica indeterminada era maior quando comparado aos pacientes do grupo cardiaco.

Interessantemente, quando foi re-avaliada a produgdo destas citocinas ap6s 2 anos de estudo
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foi verificado que os pacientes com a forma clinica indeterminada, que evoluiram para a
forma clinica cardiaca apresentaram uma diminuigao significativa da razdo IL-10/IFN-y e um
aumento significativo na razdo IFN-y/IL-10 (Gomes et al., 2003).

Os mecanismos utilizados para a regulacdo da resposta imune nas diferentes infec¢des
ainda nao estdo totalmente esclarecidos, porém recentemente foi observado que as
subpopulagdes de células T CD4" tém atividade importante no controle da resposta imune.
Essas células denominadas T reguladoras (Treg) apresentam fungdo protetora em varias
situacdes patoldgicas e expressam o marcador de superficie CD25 e o repressor de transcri¢ao
Foxp3. Essas células sdo naturalmente geradas no Timo e constituem de 5 a 10% das células
T CD4" periféricas em animais e humanos (Baecher-Allan et al., 2001; Mills, 2004).

A presenga de células T reguladoras em humanos foi descrita como sendo células
caracterizadas pela anergia em resposta a estimulos policlonais, ¢ elevada capacidade de
suprimir a produgdo de citocinas e a proliferagao celular, através de um mecanismo de contato
célula-célula (Baecher-Allan et al., 2001). Essas células T CD4'CD25" apresentam-se como
uma subpopulacdo altamente especializada que ¢ essencial para o controle de resposta ao
proprio exercendo papel na contengdo de desordens auto-imunes (Baecher-Allan et al., 2002).

Para o estudo das células Treg varias moléculas sdo utilizadas para caracterizagao de
seu fenotipo regulador. Dentre essas moléculas destacam-se CTLA-4, CD62L, CD45RO
(Baecher-Allan et al., 2001). Além disso, o receptor induzido por glicocorticoéide (GITR), da
familia do TNFR (Shimizu et al., 2002) e Foxp3 (Fontenot et al., 2003) s3o marcadores
adicionais. Estudos recentes mostram que a alta expressao do gene Foxp3 em células T
CD4'CD25" e a baixa expressdo deste gene em células T virgens e em células T CD4'CD25
recém ativadas, sugerem que a expressdo de Foxp3 ¢ fator determinante no desenvolvimento
das células Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et al., 2004). Esta funcao foi
mostrada claramente em animais “knockout” para Foxp3 onde ocorre a perda da regulagdo e
desenvolvimento de doenca autoimune. Foxp3 foi ainda associado a sindrome de IPEX
(Imunodesregulacdo, Poliendocrinopatia e Enteropatia, ligado ao X) em humanos, sugerindo o
papel dessa molécula na regulagdo imune (Hori et al., 2003, Fontenot et al., 2003). De fato,
pacientes com IPEX desenvolvem doencas autoimunes, tais como diabetes do Tipo 1 e
tireoidite, bem como doenga intestinal inflamatoria e alergias (Wildin et al., 2002).

A importancia do Foxp3 no desenvolvimento e fungdo das células Treg estd bem
estabelecida, entretanto, os mecanismos moleculares pelos quais Foxp3 funciona permanece
sem ser elucidado. Foxp3 possui trés dominios funcionais distintos: dominio “zinc-finger”
(aminoacidos 200-223); dominio “leucine-zipper” (aminoacidos 240-261) e dominio

“carboxi-terminal forkhead” (aminoacidos 338-421) (Gambineri et al., 2003; Wu, 2006). Em
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estudos recentes, mutacdes foram encontradas em cada um dos dominios funcionais do gene
de Foxp3 em individuos afetados por IPEX, o que indica que essas regides sao importantes
para a correta funcionalidade do Foxp3 e conseqiientemente para a fun¢do das células T
reguladoras (Gambineri et al., 2003).

Estudos adicionais mostram que a habilidade do Foxp3 de inibir a transcricdo ¢
abolida com mutagdes nos residuos do dominio “forkhead” que interage com NFAT (fator
nuclear de ativagdo de células T) (Wu, 2006). Esses estudos deixam claro que a expressdao do
Foxp3 tem efeito marcante na funcdo das células Treg, tanto bioquimicamente quanto em
niveis celulares. Outros estudos ja demonstraram a existéncia de varios sitios polimérficos, do
tipo microssatélites e polimorfismos de base tinica (SNPs), no gene Foxp3 e sua possivel
associacdo com a suscetibilidade a doengas auto-imunes, provavelmente por alterar a
expressao e/ou a fungdo de Foxp3 (Abel et al., 2001; Sanchez et al., 2005; Ban et al., 2007).

A participagdo de moléculas co-estimuladoras inibidoras, como o CTLA-4, pode ser
um importante mecanismo de supressdo utilizado pelas células TCD4 CD25". A expressdo da
molécula CTLA-4 nas células TCD4'CD25" leva a inibi¢io da ativagdo de células T por
indugdo de um sinal negativo que coincide com a estimulagdo do TCR ou por co-estimulagao
inibitéria competitiva devido a alta afinidade em ligar-se B7-1 e B7-2 quando comparado com
CD28. Isto sugere que a forca de sinalizagdo do TCR, bem como, o grau de co-estimulagdo
pode ter papel diferenciado na manutengio da funcio efetora das células T CD4 CD25"
(Baecher-Allan et al., 2001). Além disso, Tang & Krummel (2006) mostraram que células
Treg in vivo formam intera¢des duradouras com as células dendriticas (DCs) logo apoés elas
entrarem nos linfonodos, ¢ isso enfraquece a capacidade das DCs para, subsequentemente,
ativar células T efetoras, indicando que, in vivo, células Treg podem inibir a resposta das
células T indiretamente, pela modulagdo da fun¢do das células apresentadoras de antigeno
(APCs). Outro estudo mostrou que células Treg expressando CTLA-4 induzem a expressao
pelas APCs de uma enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO), que degrada o triptofano. A
falta desse aminoacido essencial tem sido mostrada como causa da inibicdo da ativagao de
células T e, consequentemente, a inducdo de apoptose dessas células (Fallarino et al., 2003).
Outro mecanismo descrito ¢ a participacdo das citocinas IL-10 e TGF-3, bem conhecidas por
suas atividades reguladoras, podendo ser produzidas por células T CD4'CD25" ou
indiretamente por T CD4" CD25 em situagdes de tolerdncia a infecgdes (Liu et al., 2003).
Porém, Asseman e colaboradores (1999) e Fahlen e colaboradores (2005) afirmaram que a
molécula co-inibitoria CTLA-4, bem como as citocinas imunossupressoras, TGF-3 e IL-10,
influenciam a fungdo das células Treg apenas em alguns sistemas de supressdo in vivo e nao

sdo essenciais para a funcdo das Treg in vitro. Apesar de intimeros estudos, em varios
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modelos, o mecanismo pelo qual células Treg limitam as respostas efetoras permanece pouco
entendido, persistindo uma oposi¢ao aparentemente nao resolvida entre os mecanismos pelos
quais essas células suprimem a atividade das células T efetoras in vitro e in vivo.

Recentemente, varios estudos tém mostrado o duplo papel das células Treg, por um
lado controlando a exacerbacdo da inflamagdo e o dano tecidual e por outro auxiliando na
persisténcia do patdégeno. O equilibrio entre mecanismos efetores e reguladores pode
determinar o progresso da infeccio e em alguns casos ser mutuamente benéfico para o
parasito e para o hospedeiro (Belkaid et al., 2002, 2004). Esses dados sdo confirmados através
de estudos feitos em modelos de camundongos infectados com Plasmodium yoelii, onde a
deplecao de células Treg protege o camundongo da morte, pois restaura o nimero de células
efetoras contra o parasito, controlando a infec¢do (Hisaeda et al., 2004). Estudos realizados
em camundongos infectados com Candida albicans mostram ainda que a redugao de células
Treg induz um melhor controle da infeccdo, entretanto, aumenta a inflamagao patologica
gastrointestinal (Montagnoli et al., 2002).

Por outro lado, em algumas situagdes o aumento no nimero de células Treg pode
conduzir para a reativacdo da doenga. Estudos demonstram que em camundongos portadores
da infecg¢do cronica por Leishmania a transferéncia de células Treg purificadas derivadas de
outros camundongos também na fase cronica da infec¢do ¢ suficiente para disparar a
reativacdo da doenga e inibicao da resposta efetora de memoria (Mendez et al., 2004). Estudos
adicionais em camundongos portadores da infec¢do por Leishmania confirmam que a
producdo de IL-10 por células Treg contribui diretamente para a persisténcia do parasito
através da modulagdo da fun¢do das células apresentadoras de antigenos (APCs) ou inibi¢ao
da producao de citocinas por células do tipo 1, sugerindo que o equilibrio estabelecido entre
células T reguladoras e efetoras nos sitios de infeccdo cronica podem refletir estratégias de
sobrevivéncia tanto do parasito quanto do hospedeiro (Belkaid et al., 2002).

E bem aceito que a auséncia de patologia em individuos infectados pelo T. cruzi esta
associada com a capacidade do individuo em regular a resposta anti-T. cruzi, responsavel pelo
controle da parasitemia persistente e do dano inflamatério tecidual, caracteristicos da doenga
de Chagas (Brener et al., 1997). Portanto os estudos sobre imunorregulacdo em pacientes com
doenca de Chagas que possibilitem a investigagao dos processos de transi¢cao entre os estagios
clinicos da doenga cronica, com vistas ao desenvolvimento de indicadores de prognostico,
tornam-se cruciais no atual estagio de conhecimento das formas clinicas graves.

A participagio das células T reguladoras CD4"CD25"" na doenga de Chagas tem
demonstrado que pacientes portadores da forma clinica indeterminada apresentam percentuais

elevados dessas células quando comparado aos pacientes portadores da forma clinica cardiaca
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e individuos ndo infectados (Vittelli-Avelar et al., 2005; Araujo et al., 2007), sugerindo que
essas células poderiam controlar as fungdes efetoras dos linfocitos T desencadeada pelo T.
cruzi, controlando o desenvolvimento da miocardiopatia chagasica. Baseado nestes dados
nosso objetivo ¢ determinar o perfil fenotipico e os mecanismos pelos quais as células T
reguladoras CD4 CD25"™¢" exercem sua fungdo e o papel dessas células no controle e/ou
desenvolvimento das formas clinicas indeterminada (IND) e cardiaca (CARD) da doenga de
Chagas. O presente projeto nos permitird contribuir com a producdo de conhecimentos

relevantes sobre o mecanismo de supressao das células T reguladoras na doenga de Chagas.

32



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao da populacdo estudada

A populagdo estudada neste trabalho constou de pacientes portadores da fase cronica
da doenga de Chagas e individuos nado-infectados, com a idade variando entre 25-70 anos
(Tabela 1). Estes pacientes foram provenientes do Ambulatério de referéncia em doenca de
Chagas do Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas Infecciosas e Parasitarias (CTR-
DIP) do Hospital das clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais. Todos os pacientes foram acompanhados clinicamente pelo Professor Manoel Otavio
da Costa Rocha. E importante salientar que o ntiimero(n) dos pacientes estudados neste

trabalho foi diferente de acordo com o procedimento realizado.

Tabela 1: Caracteristicas da populacéo estudada

Forma Clinica Sigla Total de Sexo M/F | dade
individuos

Nao Infectados NI 11 4/7 29-55

Indeterminada IND 14 5/9 30-67

Cardiaca CARD 13 10/3 25-70

Apos avaliagdo clinica, eletrocardiografica e laboratorial, foram selecionados
pacientes de acordo com os seguintes critérios: diagnostico sorologico de doenca de Chagas,
caracterizado pela presenca de pelo menos duas reacdes soroldgicas positivas dentre as trés
técnicas empregadas; idade compreendida entre 15 e 70 anos; presenca de alteragdes
eletrocardiograficas compativeis com associacdo do bloqueio completo do ramo direito e
hemibloqueio anterior esquerdo; niveis de tensdo arterial dentro de faixa (sistdlica < 160
mmHg e diastolica < 90 mmHg); auséncia de evidéncias clinicas e complementares de
acometimento cardiaco ndo relacionado a doenga de Chagas, e auséncia de condigdes clinicas
que possam alterar a fun¢do cardiocirculatoria; conclusdo dos exames propostos;
consentimento voluntario de participagdo na pesquisa.

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

Grupo 1: Constituido por pacientes portadores da forma clinica indeterminada, caracterizada

por positividade sorologica e/ ou parasitologica para doenga de Chagas; auséncia de sintomas
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e/ ou sinais da doenga; eletrocardiograma convencional normal; exames radiologicos do
coragao, esdfago e colon normais.

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

Grupo 3: Constituido por individuos nao-infectados definidos por apresentarem no minimo
dois resultados sorologicos negativos, além de auséncia de indicios clinicos e epidemioldgicos
do diagnoéstico de doenca de Chagas.

Grupo 4: Constituido por pacientes portadores da forma clinica cardiaca, tratados com
benzonidazol. Esses pacientes foram acompanhados clinicamente pela Professora Silvana

Maria Eloi Santos.

4.1.1 Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo todos os pacientes que ndo preencheram os critérios de

inclusdo definidos, acima, e os que apresentaram:

*Impossibilidade ou auséncia de disponibilidade para a realizagao dos exames propostos;
*Hipertensao arterial sistémica (HAS), definida operacionalmente como: pressdo arterial
medida durante o exame fisico 160/95 mmHg, em mais de uma oportunidade ou; pressao
arterial medida durante o exame fisico entre 140-159/90-94 mmHg, em mais de uma
oportunidade, associado a:1) historia de hipertensdo arterial sistémica ou; 2) quarta bulha ao
exame fisico, ou; 3) provavel sobrecaga ventricular esquerda ao ECG pelo critério de
Romhilt-Estes ou; 4) evidencias de dilatagao aortica a radiografia de térax;

*Evidéncias clinicas ou laboratoriais de hipo ou hipertireoidismo;

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

* Episodio prévio sugestivo de doenga reumatica aguda;

* Doenga pulmonar obstrutiva cronica, evidenciada pela histéria clinica, exame fisico, ECG ¢
alteragdes radioldgicas sugestivas;

* Alcoolismo, definido como consumo médio semanal acima de 420 g de etanol (média diaria
acima de 60 g de etanol);

* Evidéncias clinicas, eletrocardiograficas e/ ou ergométricas de cardiopatia isquémica;

* Outras cardiopatias;
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* Gravidez, definida por critérios laboratoriais;

* Qualquer outra doenga sistémica significativa cronica ou aguda que pudesse interferir nos
resultados dos métodos propostos.

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

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

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

Os pacientes avaliados neste estudo foram voluntirios e assinaram um Termo de
Consentimento. Todas as duvidas referentes a pesquisa foram esclarecidas, inclusive quanto a
doagdo de sangue. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto René Rachou /
FIOCRUZ (14/2006 — CEPSH-IRR) e pelo Comité de Etica da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) (COEP - ETIC 37204).

4.1.2 Tratamento e acompanhamento dos pacientes

Os pacientes pertencentes ao grupo 4 foram tratados com benzonidazol (Rochagan-
Roche) Smg/Kg por 60 dias. A avaliagdo inicial, durante (30° e 60° dias) e 1 ano apos o
tratamento consiste em: avaliagdo clinica para detec¢ao de sintomas ou sinais cardiacos ou
digestivos, raio X de torax, eletrocardiograma, holter, hemograma, teste ergométrico. O
sangue foi coletado para avaliagdo hematologica e anélise dos parametros imunologicos.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da UFMG
(COEP — ETIC 025/97).

4.1.3 Amostras de tecido cardiaco

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizadas amostras de tecido cardiaco obtidas
de pacientes chagasicos apresentando a forma clinica indeterminada (n=4) e cardiaca (n=3) da
doenca de Chagas e amostras de tecido cardiaco de individuos ndo infectados (n=3)
submetidos a necropsia ou procedimentos cirtrgicos provenientes da Faculdade de Medicina
do Triangulo Mineiro (Uberaba, Minas Gerais, Brasil). Os pacientes estudados ndo receberam
nenhum tratamento especifico ao parasito e os testes soroldgicos (fixagao do complemento,
hemaglutinagdo e imunofluorescéncia) foram realizados para a confirmag¢do da doenca de
Chagas. A média de idade dos pacientes estudados foi de 55 £ 14 anos. O grupo controle,
composto dos individuos NI foram indicados por sorologia negativa para doenga de Chagas

com média de idade de 54 + 20 anos. As amostras de tecido cardiaco foram fixadas em
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solugdo e embebidas em parafina para a realizagdo da histologia convencional e
imunohistoquimica.

Os familiares dos pacientes avaliados neste estudo assinaram um Termo de
Consentimento. Todas as duvidas referentes a pesquisa foram esclarecidas. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP -ETIC
127/03)

4.2 Obtencéao dos antigenos soluveis

4.2.1 Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas do parasito foram cultivadas e mantidas em meio LIT. Os
parasitos da forma epimastigota da cepa CL foram lavados trés vezes em solugdo salina (PBS
0,15M pH=7,4) por centrifugacdo e a massa umida congelada e degelada trés vezes.
Completa-se a ruptura total dos parasitos por homogeneizagdo em tubos Potter Elvejen a
20.000 rpm 5 vezes por 60 segundos cada, com 30 segundos de intervalo em banho de gelo.
Subsequentemente, as suspensdes foram centrifugadas a 50000 g durante 60 minutos a 4°C
contra PBS. O fluido sobrenadante limpido foi coletado, dialisado por 48 horas a 4°C,
esterilizado por filtragdo em filtro Millipore 0.45um e mantido em pequenas aliquotas (Iml) a

-70 °C até o uso.

4.2.2 Schistosoma mansoni

Os antigenos soluveis de ovos (SEA) ¢ vermes adultos do S. mansoni (SWAP) foram
obtidos segundo método descrito por (Gazzinelli et al., 1983), e cedidos para as avaliagdes in
vitro deste trabalho pela Dra. Andréa Teixeira Carvalho (CPqRR/FIOCRUZ).
Resumidamente, os ovos do parasito e os vermes adultos foram coletados, apos seis semanas
de infecgdo, de camundongos albinos infectados com cercarias da cepa LE do S. mansoni.
Ovos ou vermes adultos do parasito foram triturados e ressuspendidos em salina 1,7%,
utilizando-se um homogeneizador com pistdo de teflon (Wirtis, DTL) (30 segundos de
homogeneizagdo com intervalos de 60 segundos). O homogenato foi centrifugado a 50.000g,
durante uma hora, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e dialisado contra PBS durante 48h a
4°Ce, em seguida filtrado em filtro Millipore 0.22um e mantido em pequenas aliquotas (1ml)

a -70 °C até o uso.
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4.2.3 Leishmania braziliensis

O antigeno soluvel de Leishmania braziliensis foi obtido a partir do cultivo de massa
de promastigotas em meio LIT. A massa final de parasitos foi inicialmente submetida a trés
ciclos de congelamento e descongelamento e posteriormente sonicada por ultrassom (Sonifier
Cell Disruptor”- Brason Sonic Power Co. — EUA) durante 1 minuto a 40 Watts, em banho de
gelo. A sonicagdo foi repetida por trés vezes, com intervalo de 1 minuto entre as sonicagdes.
Em seguida, o material sonicado foi centrifugado a 3000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e transferido para tubos conicos de dialise (Centricon 5 kDa,
Millipore, EUA), e centrifugados a 3000 g por 30 minutos. Por fim, o material remanescente
foi filtrado em filtros estéreis descartaveis, de 0,22 um, em condig¢des de fluxo laminar. Uma
aliquota foi retirada para dosagem de proteina utilizando o biofotdmetro Nanodrop N1000
(Nanodrop, EUA). Amostras do antigeno foram aliquotadas e mantidas congeladas a -70°C
até o uso. O antigeno de Leishmania foi cedido para as avaliagdes in vitro deste trabalho pelo

Dr. Ricardo Toshio Fujiwara (Departamento de Parasitologia/UFMG).

4.2.4 Candida albicans

O antigeno de Candida foi obtido através do extrato de Candida albicans (Greer
Laboratories, EUA). Esse antigeno foi cedido para as avaliag¢des in vitro deste trabalho pelo

Dr.Ricardo Toshio Fujiwara (Departamento de Parasitologia/UFMGQG).

4.3 Anélise ex vivo do fenétipo celular de linfécitos TCD4*CD25"%" no sangue periférico

Os ensaios ex-vivo de imunofenotipagem dos linfocitos TCD4 CD25"¢"

do sangue
periférico dos pacientes tratados e ndo tratados foram realizados seguindo o protocolo descrito
a seguir:

Aliquotas de 100ul das amostras de células sanguineas foram coletadas a vacuo em
tubos de 5ml contendo anticoagulante EDTA (Vacutainer - BD, E.U.A), transferidos para
tubos de poliestireno 5ml (Falcon - Becton Dickinson - BD, E.U.A) e incubadas com
anticorpos monoclonais de superficie marcados com Ficoeritrina (PE), com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), Aloficocianina (APC) ou Cloreto de Peridina Clorofila (PerCP). As
células e anticorpos foram incubados por 30 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da

luz. Posteriormente, as amostras de células foram submetidas a etapa de lise dos eritrocitos,

utilizando-se 2mL de solugdo de lise comercial (Facs Lysing Solution - BD, E.U.A), por 10
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minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 400g por 10
minutos a 18°C (Centrifuga Beckman Modelo j-6b, E.U.A). O sobrenadante foi descartado e
as amostras lavadas com 2ml de PBS 0,015M, ph 7,4 (SIGMA, E.U.A). Em seguida, as
amostras foram fixadas com 300ul de solugdo fixadora — Macs Facs Fix (MFF) (10g/l de
paraformaldeido, 1% de cacodilato de sodio, 6,67g/1 de cloreto de sodio, pH 7,2 - SIGMA,
E.U.A). Apds um periodo adicional de 15 minutos a 4°C, a andlise dos parametros fenotipicos

foi determinada com o auxilio de um citometro de fluxo (FACScalibur - BD, E.U.A).

4.4 Andlise do fenotipo celular, deteccdo de citocinas intracitoplasmaticas e expressao de

Foxp3 por linfécitos TCD4*CD25™"%" no sangue periférico

As células sanguineas dos pacientes tratados e ndo tratados que participaram deste
estudo foram coletadas em tubo Vacuntainer estéril contendo heparina. Aliquotas de 1ml de
sangue total foram adicionadas em tubos de polipropileno de 12ml (Falcon, E.U.A). As
células do sangue periférico foram incubadas na presenga de meio de cultura RPMI-1640
(GIBCO, E.U.A), recebendo a denominagdo de cultura controle (Meio) ou na presenca de
antigenos soluveis epimastigotas do T. cruzi, apresentando uma concentra¢do final de
25ug/ml, recebendo a denominacdo de cultura com estimulo especifico (EPI). Para a
verificagdo do impacto da estimulagdo in vitro com antigenos ndo relacionados no perfil das
células T CD4'CD25"" as células do sangue periférico foram incubadas adicionalmente na
presenca de antigenos de Candida Albicans apresentando uma concentragdo final de 25ug/ml,
recebendo a denominacdo (CAND); ou na presenca de antigenos soluvel de ovo de
Schistossoma mansoni apresentando uma concentragdo final de 25ug/ml, recebendo a
denominagdo (SEA); ou na presenga de antigenos de verme adulto de Schistossoma mansoni
apresentando uma concentracao final de 25ug/ml, recebendo a denominacdo (SWAP) ou na
presenca de antigenos de Leishmania braziliensis apresentando uma concentragdo final de
25ug/ml, recebendo a denominagéo (Lb).

Os tubos foram previamente incubados durante 18 horas em estufa de CO, com 5% de
umidade a 37°C (Forma Scientific E.U.A). Em seguida, foram adicionados a todos os tubos de
cultura 20ul de Brefeldina A (SIGMA, E.U.A), 1mg/ml (concentracdo final de 10ug/ml). As
amostras foram incubadas por mais quatro horas em estufa nas mesmas condigdes acima. A
utilizacdo da Brefeldina assegura a reten¢do da citocina no interior da célula, uma vez que
essa substancia mantém a citocina no complexo de Golgi. Apos a incubagdo, 200ul de EDTA
(SIGMA, E.U.A) 20mM, obtidos de uma solucdo estoque de 200mM, diluida 1/10

(concentracao final de 2mM) foram adicionados diretamente as culturas. Os tubos contendo as
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amostras foram incubados por 15 minutos em estufa de CO, com 5% de umidade a 37°C. Esse
procedimento bloqueia o processo de ativagao posterior das células e garante a obtengao de
resultados padronizados e compardveis. Posteriormente, foram adicionados as amostras de
sangue 3ml de PBS-W e estas foram centrifugadas a 800g por 10 minutos a 18°C. O
sobrenadante foi aspirado deixando um volume final de 2ml. Foram transferidos 200ul deste
sangue para tubos de poliestireno de Sml (FALCON, E.U.A) previamente identificados e com
os anticorpos correspondentes € em seguida, incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, as amostras foram lisadas ¢ fixadas em 2ml de solugdo de lise
comercial (FLS - BD, E.U.A) por 10 minutos a temperatura ambiente. ao abrigo da luz. As
células foram lavadas com 1ml de PBS-W e centrifugadas a 400g, por 10 minutos a 18°C. O
conteudo foi emborcado e 300ul de solugao fixadora - MFF adicionada aos tubos.

Para a detec¢do das citocinas intracitoplasmaticas e do fator de transcricdo Foxp3
foram acrescentados aos tubos 2,5ml de PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1%
de azida sodica e 0,5% de saponina) por 10 minutos a temperatura ambiente. Seguidos da
adi¢do de 20ul de anticorpos anti-citocina, diluidos 1:20 em PBS-P ou anti-Foxp3 aos
respectivos tubos, e posteriormente incubados por 1 hora a temperatura ambiente, na auséncia
de luz. Apos a incubagdo, as células foram primeiramente lavadas com 1ml de PBS-P ¢ em
seguida, com 1ml de PBS-W. No final, foram adicionados 300ul de solu¢ao fixadora MFF. As
amostras contendo a suspensao celular foram utilizadas para aquisi¢ao de dados em citdmetro
de fluxo (FAScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 50.000 eventos dentro da
populacado de linfocitos totais (gate R1)

4.5 Obtencéo e andlise dos dados no citbmetro de fluxo

O citometro de fluxo (FACScalibur- BD, E.U.A) utilizado neste trabalho ¢ equipado
com lampada de argonio que permite a avaliagdo basica de 6 parametros: tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC), fluorescéncia do tipo 1 (FL1), fluorescéncia do tipo 2 (FL2) e
fluorescéncia do tipo 3 (FL3) e fluorescéncia do tipo 4 (FL4). FL1, FL2, FL3 e FL4
correspondem respectivamente a sinais luminosos emitidos pela excitagdo de FITC, PE,
PerCP e APC. A identificagdo de populacdes celulares de interesse, bem como a determinagao
do valor percentual destas populacdes e sub-populagdes, foram feitas através de um sistema
de computador e o "software, Cell Quest", acoplado ao citometro. O "Cell Quest" fornece um
perfil de células de acordo com o tamanho e granulosidade.

A analise de células T CD4'CD25"" foi feita segundo protocolo proposto por

Baecher-Allan e colaboradores (2001). Primeiramente foi selecionada a populagdo de
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linfocitos totais, denominada R1, baseada em graficos de distribui¢do puntual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (Figura 1A). Em seguida, graficos de FL3 (CD4) versus FL4
(CD25) foram construidos para identificar a segregacio da populagio CD4" em 3
subpopulagdes: CD4 CD25"€" (R2), CD4'CD25"" (R3) e CD4'CD25 (R4) (FiguralB).

O proximo passo consistiu na combinagdo das regides R1 e R2, R3, R4 através da
formula G2=R1 and R2, G3=R1 and R3 e G4=R1and R4, onde and designa a intersecao dos
eventos presentes simultaneamente em R1 e R2 (Figura 1C). Em seguida, os histogramas
contendo as células confinadas em G2 foram utilizados para quantificar os percentuais dos
seguintes marcadores, por nos definidos: CD45RA, CD45RO, CD62L, CD40L, CD69, HLA-
DR, CDl1a, CD18, CD54, GITR, CTLA-4, IL-10, TGF-B, IL-17, Granzima B ¢ Foxp3 na
populagdo CD4'CD25"e" (G2), tomando como padrao o controle isotipo para evitar reagdes

inespecificas.
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Figura 1: Analise de linfocitos TCD4"CD25™" do sangue periférico por citometria de fluxo.

(A) Representa o perfil celular obtido no contexto ex-vivo, caracteristico de graficos de
tamanho versus granulosidade. (B) Representa um perfil celular obtido em um grafico de
fluorescéncia 3 (CD4 — PerCP) versus fluorescéncia 4 (anti-CD25 — APC), abordagem
utilizada para delimitar a populagio celular de interesse CD4'CD25"¢" (R2), CD4"CD25""
(R3) e CD4'CD25 (R4). (C) Representa o perfil celular obtido pelo grafico de histograma da
fluorescéncia 2 (CD45RO - PE), abordagem utilizada para delimitar a populagdo de interesse

CD4'CD25"¢"CD45RO".
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4.6 Obtencédo de Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMC)

O sangue dos pacientes que participarem deste estudo foi coletado em tubo vacutainer
estéril contendo heparina. O sangue total heparinizado foi lentamente adicionado a uma
mistura de Hystopaque (SIGMA), na propor¢ao de 2:1 em tubos de 50 ml. Os tubos foram
centrifugados a 400g durante 40 minutos a 20°C em centrifuga refrigerada Beckman, modelo
J-6B (Beckman Instruments Inc., Irvine, USA). Ao final da centrifuga¢do obteve-se um anel
de PBMC entre o Hystopaque e¢ o plasma. O plasma foi retirado cuidadosamente e
posteriormente utilizado para os testes de sorologia convencional para a doenga de Chagas.
As células foram coletadas e transferidas para tubos conicos de 50 ml onde foram lavadas 3
vezes por centrifugagdo 400g por 10 minutos a 4°C em meio de cultura MEM (Minimal
Essential Medium). Finalmente, as células foram ressuspendidas em RPMI, contadas em
camara de Neubauer, e ajustadas para a concentragdo desejada de acordo com o ensaio a ser

realizado.
4.7 Purificac&o das células TCD4"'CD25"

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas do sangue
periférico dos pacientes com doenca de Chagas e individuos NI como descrito anteriormente.
Para a separagdo das subpopulagdes de células TCD4" em CD4'CD25" foi utilizado o sistema
de purificacdo por meio de microesferas magnéticas (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch
Glaadbach, Germany) de acordo com as instru¢des sugeridas pelo fabricante. A purificagdo
das células TCD4'CD25" foi realizada em duas etapas. Na primeira etapa, PBMC dos
pacientes foram incubadas com um coquetel de anticorpos monoclonais conjugados a biotina
anti CDS, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123 e Glicoforina A e em seguida incubadas
com microesferas contendo anticorpos anti-biotina. Apds esse procedimento, as células CD4
foram excluidas da suspensao celular pela exposi¢ao a coluna MACS apropriada a um campo
magnético fornecido pelo equipamento VarioMACS (MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch
Glaadbach, Germany). Na segunda etapa, as células TCD4'CD25" foram diretamente
marcadas com microesferas contendo anticorpos anti-CD25 e selecionadas positivamente,
apos passagem pela coluna MACS apropriada. As células TCD4 CD25" ficaram retidas na
coluna e apos a remocao da coluna do campo magnético foram eluidas com salina tamponada
com fosfato (PBS) pH 7.2, suplementada com 0,5% de albumina bovina sérica e 2 mM de

EDTA. Para obtermos alta pureza, a selecdo positiva da fragdo de células contendo
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TCD4'CD25" foi separada novamente, repetindo-se a segunda a etapa do procedimento.

Desta forma, obtivemos nossa populagio celular de interesse: de células TCD4'CD25" (Treg).

4.8 Atividade funcional das células TCD4'CD25"

Para avaliagdo da atividade supressora, as células TCD4 CD25" foram purificadas e
co-cultivadas com PBMC (1x10°/pogo marcadas com CFSE) de pacientes portadores da
doenca de Chagas e de individuos nio infectados e células TCD4 CD25" (2,5x10%/pogo), na
auséncia ou presenga de antigenos derivados do T. cruzi em placas de 96 pogos, fundo chato.
Em alguns pocos foram acrescentados a co-cultura anticorpos monoclonais anti-IL-10
(Clone:23738, 1,8mg/mL), anti-CTLA-4 (Clone:BNI3, 1mg/mL) ou anti-TGF-$3
(Clone:AB100-NA, 1mg/mL) para avaliagdo do possivel mecanismo de supressao realizado
pelas células TCD4'CD25". As culturas foram mantidas em incubadora contendo 5% de CO,
em atmosfera imida (Scientific, Marietta, OH, USA) a 37% durante 6 dias. Posteriormente foi
realizada a avaliagdo da proliferacdo celular para andlise da atividade funcional das células

TCD4'CD25".

4.9 Ensaio de proliferacéo celular

A avaliag¢ao da proliferagcdo celular foi realizada através da marcagdo com o corante
CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester) (CFSE Cell Proliferation Kit — C34554 —
Invitrogen, Molecular Probes). O CFSE consiste em uma molécula fluorescente que contém
succinimydyl ester functional group que se difunde pelo citoplasma sem afetar as fungdes
celulares. Durante cada ciclo de divisdo celular, o fluoréforo ¢ distribuido igualmente entre as
células filhas geradas e a intensidade de fluorescéncia cai pela metade a medida que as células
proliferam.

Para a aquisi¢do dos dados no citometro de fluxo e avaliacdo da proliferagdo celular,
primeiramente foi selecionada a populagdo de linfocitos totais, denominada R1, baseada em
graficos de distribuigdo puntual de tamanho (FSC) versus granulosidade (Figura 2A). Em
seguida, graficos de FL1-CFSE (FITC) versus tamanho (FSC) dentro do gate de linfocitos
totais (R1) foram construidos para identificar a marcagdo com o CFSE (Figura 2B).
Posteriormente, foi construido um gate R2 para eliminacao de células ndo marcadas com
CFSE (células TCD4'CD25"). Apos essa etapa, graficos de FL1-CFSE (FITC) versus
tamanho (FSC) novamente foram realizados, entretanto com combinacdo das regides R1 e R2

através da formula G1=R1 and R2, onde and designa a interse¢do dos eventos presentes
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simultaneamente em R1 e R2 (Figura 2C). Na Figura 2C podemos notar no quadrante superior
a esquerda a fluorescéncia do marcador CFSE caracterizando as células que apresentam
prolifera¢do celular e o quadrante superior a direita correspondem as células marcadas com

CFSE, mas que ndo apresentam proliferagdo celular.
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Figura 2: Analise da proliferagdo celular do sangue periférico de pacientes com doenga de

Chagas e individuos ndo infectados por citometria de fluxo.

(A) Representa o perfil celular obtido na cultura caracteristico de graficos de tamanho versus

granulosidade (B) Representa um perfil celular obtido em um grafico de fluorescéncia 1

(CFSE — FITC) versus tamanho (FSC), abordagem utilizada para delimitar a populagdo

celular CFSE positiva (C) Representa um perfil celular obtido em um grafico de fluorescéncia

1 (CFSE — FITC) versus tamanho (FSC) utilizando-se combinagdo das regides R1 e R2

através da formula G1=R1 and R2, abordagem utilizada para delimitar a populagdo celular

que se encontra em processo de divisao celular.
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4.10 Cinética da expressao de Foxp3 em PBMC

As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes apresentando a
forma clinica IND ou CARD e de individuos NI foram cultivadas em placas de 24 pogos na
presenga de meio de cultura CMBLAST (1,6% de L-glutamina; 3% de
Antibiotico/Antimicotico; 5%NHS e RPMI-1640, GIBCO, E.U.A), recebendo a denominagao
de cultura controle (Meio) ou na presenga de antigenos soliveis epimastigotas do T. cruzi,
apresentando uma concentracdo final de 25ug/ml, recebendo a denomina¢do de cultura com
estimulo especifico (EPI). As placas foram incubadas por tempo variavel (1 a 5 dias), a 37°C e
5% CO;. As células foram lavadas com PBS-W e incubadas por 20-30 minutos, ao abrigo da
luz, com anticorpos monoclonais de superficie marcados com PercP: anti-CD4; PE: anti-
CD25. Em seguida as amostras foram lavadas novamente com PBS-W por centrifugacao
(400g, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante de cultura desprezado. Apos fixagdo e
permeabilizacdo com PBS-P (PBS, pH 7,4 contendo 0,5% de BSA, 0,1% de azida sodica e
0,5% de saponina) as células foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-Foxp3
marcados com APC, por 1 hora a temperatura ambiente, na auséncia de luz Apos a incubagao,
as c¢lulas foram primeiramente lavadas com 1ml de PBS-P e em seguida, com Iml de PBS-
W. No final, foram adicionados 300ul de solu¢ao fixadora MFF. As amostras contendo a
suspensao celular foram utilizadas para aquisicdo de dados em citdmetro de fluxo
(FAScalibur - BD, E.U.A). Foram analisados em torno de 50.000 eventos dentro da populagao

de linfocitos totais.

4.11 Processamento dos tecidos e Imunohistoquimica para o fator de transcri¢cdo Foxp3

As amostras de tecido destinadas a imunohistoquimica foram fixadas em
paraformaldeido 4% tamponado com tampao fosfato por 24 horas. Em seguida as amostras
foram desidratadas com banhos de alcool de 10 minutos cada, em concentragdes crescentes
entre 70% a 100%. Apds este passo as amostras foram diafanizadas com 3 banhos de 30
minutos de xilol e em seguida incluidas em parafina. Assim que os tecidos foram incluidos
em blocos de parafinas, os mesmos foram levados ao micrétomo histologico para a realizagao
de cortes de 6 um de espessura. Apds a confeccdo das laminas histologicas essas
permaneceram em estufa a 40°, overnight. A desparafinizagdo das laminas foi realizada com 3
banhos de xilol de 20 minutos cada. Em seguida as laminas foram hidratadas em sucessivos
banhos de alcool (4lcool Absoluto 2X, alcool 90%, alcool 70%, alcool 50%), por 2 minutos

cada. Do 4lcool o tecido foi direto para solucao salina tampao fosfato (PBS), passando por 2
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banhos de 5 minutos. O bloqueio de ligagdo inespecifica foi obtido com PBS contendo BSA
(2%) por 30 minutos.

O anticorpo anti-Foxp3 (eBioscience, clone PCH101) foi apropriadamente diluido em
PBS contendo BSA (2%), usando-se em torno de 100ul de solugdo ja diluida por lamina. A
incubacao do anticorpo foi realizada overnight. Posteriormente as ldminas foram lavadas com
PBS-Tween e incubadas com o ligante biotinilado anti-IgG2a de camundongo / anti-IgG2a de
coelho do Kit DAKO (Ref. K0675) por 45 minutos e lavadas com PBS-Tween por 3 vezes, 5
minutos cada banho. Depois as laminas foram incubadas com a estreptoavidina / peroxidase
do Kit DAKO por 45 minutos e lavadas com PBS-Tween por 3 vezes, 5 minutos cada. Foi
realizada a incubac¢do com solu¢do de di-amino-benzidina e peroxido de hidrogénio 30% em
PBS por 10 minutos. Finalmente as ldminas foram lavadas com PBS-Tween e contra-coradas
com hematoxilina de Mayer. As mesmas passaram pelo processo de desidratacdo (alcool
50%, alcool 70%, alcool 90%, alcool absoluto 2X, xilol I, xilol II, sendo 2 minutos cada

banho e 10 minutos de xilol IIT) e montadas em meio sintético.

4.12 Quantificacao dos linfécitos Foxp3 e analise morfométrica

A quantificagdao de linfocitos totais Foxp3 positivos no tecido cardiaco dos pacientes
IND, CARD e individuos nao infectados foi realizada a partir de sec¢des de tecidos
submetidos a técnica de imunohistoquimica com anticorpo anti-Foxp3. A enumeracao destas
células foi realizada pela contagem de 30 campos aleatérios (Area total de 1566um?) em um
unico slide por paciente, com aumento de 400x. O percentual de células Foxp3 positivas foi
determinado pela relagdo de células mononucleares totais (morfologia dos linfocitos) e total
de células Foxp3 positivas. Ambas as células (linfocitos e células Foxp3 positivas) foram
contadas no mesmo campo.

O processo inflamatorio foi quantificado pelo nimero total de células mononucleares
(morfologia dos linfocitos) para determinar a intensidade do processo inflamatério. Estudos
morfométricos destas células foram realizados pela analise de imagens (Kontron KS300 v.

2.0).

4.13 Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados, primeiramente foi utilizado o software Minitab,
versao 10.1 (E.U.A) com o intuito de verificar se os dados eram paramétricos ou nao-

paramétricos através do teste de normalidade Anderson Darling. Em seguida, analise
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estatistica referente aos dados ndo paramétricos foi realizada a partir do teste Kruskal Wallis
seguido de Dunns, com o objetivo de detectar diferengas entre os grupos estudados, e do teste
de Wilcoxon, para andlises pareadas, verificando diferencas entre culturas controle ou culturas
estimuladas. O nivel de significancia definido foi de p < 0.05 e todas as andlises foram
realizadas utilizando-se o Software GraphPad Prim 4.0.3 (San Diego, CA).

A analise estatistica referente aos dados paramétricos foi realizada a partir do teste
MANOVA, com o objetivo de detectar diferencas entre os grupos estudados, e verificar
diferencas entre culturas controle ou culturas estimuladas. Para compara¢des multiplas
(determinar qual grupo obteve diferenga) foi utilizado Hotelling’s T-Squared Test. O nivel de
significancia definido foi de p < 0.05 e todas as andlises foram realizadas utilizando-se o
software Minitab, versdo 10.1 (E.U.A).

Para andlise estatistica dos dados do tecido cardiaco foi utilizado o teste nao
paramétrico ANOVA ONEWAY. Foi considerado o nivel de significancia de p<0.05. Toda a
analise estatistica realizada neste trabalho foi orientada e supervisionada pela bioestatistica do

setor de Assessoria em Bioestatistica do IRR.
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5 RESULTADOS

Os dados gerados no presente estudo serdo apresentados na seguinte ordem:

Caracterizagio do perfil fenotipico das células TCD4 CD25"¢"

e sua presenca no tecido
cardiaco; efeito da estimulagdo com antigenos ndo relacionados sobre o perfil das células
TCD4'CD25"e"  atividade funcional, cinética de expressio de Foxp3 e o efeito do

tratamento com benzonidazol sobre o perfil das células TCD4'CD25"e",

5.1 Caracterizagdo das células TCD4"CD25"" no sangue periférico de individuos n&o

infectados, pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca

Células T reguladoras naturais expressam o marcador de superficie CD25 e o fator de
transcricdo Foxp3. Entretanto, a expressdo de CD25 na superficie das células T ndo ¢
suficiente para determinar o perfil fenotipico das células Treg, uma vez que esta molécula esta
presente também em outras populagdes de células T ativadas (Baecher-Allan et al., 2001).
Para o estudo das células Treg, varias moléculas sdo utilizadas para caracterizagdo de seu
fenotipo regulador. Com o objetivo de caracterizar o perfil fenotipico das células
TCD4'CD25"" do sangue periférico dos individuos NI e dos pacientes apresentando as
formas clinicas IND e CARD foram analisadas as seguintes moléculas de superficie: CTLA-4,
CD45RA, CD45RO, HLA-DR, CD40L, CD69, GITR, as moléculas intracelulares Foxp3,
Granzima B e as citocinas IL-10, TGF-f e IL-17, tanto ex Vivo quanto apos estimulagdo in
vitro com antigenos do T. cruzi.

A analise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4'CD25"" no grupo IND em relagdo ao grupo NI apos estimulagdo in vitro com
antigenos do T. cruzi (Figura 3B). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na
avaliac@o entre os grupos ex Vvivo (Figura 3A).

A avaliagdo da expressdo da molécula de superficie CTLA-4 e da citocina
intracitoplasmatica IL-10 mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4'CD25""CTLA-4" no grupo CARD em relag@o ao grupo NI apods estimulagao in vitro
com antigenos do T. cruzi (Figura 4A). Foi observado ainda um aumento significativo no
percentual de células TCD4"CD25™"IL-10" no grupo IND em relagio ao grupo NI apés

estimulagdo in vitro com antigenos do T. cruzi (Figura 4B).
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Figura 3: Analise do percentual de células TCD4'CD25"® no sangue periférico de
individuos ndo infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada
(IND=14) ou cardiaca (CARD= 13). (A) representa o percentual de células TCD4'CD25"¢"
ex vivo e (B) representa o percentual de células TCD4 CD25"E" apos 22 horas de estimulagio
com antigenos do T. cruzi. Os resultados foram expressos como mediana do percentual de
células positivas para o marcador CD25. A diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)

em relacdo ao grupo NI estd representa pela letra a.
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Figura 4: Analise do percentual de células TCD4'CD25"® no sangue periférico de
individuos ndo infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada
(IND=14) e cardiaca (CARD= 13). (A) representa o percentual de células
TCD4'CD25""CTLA-4" apos 22 horas de estimulacdo com antigenos do T. cruzi e (B)
representa o percentual de células TCD4'CD25"¢"L-10* apos 22 horas de estimulacdo com
antigenos do T. cruzi. Os resultados estdo expressos como mediana do percentual de células
positivas para o marcador CD25 co-expressando a molécula de superficie CTLA-4 ou a
citocina intracitoplasmatica IL-10. A diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) em

relagdo ao grupo NI esta representa pela letra a.
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A avaliagio fenotipica das células TCD4 CD25™" foi feita ainda utilizando varios
marcadores de superficie assim como citocinas. Esta andlise ¢ importante para a identificagao
mais precisa desta subpopulacdo celular.

A analise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4'CD25""CD40L" ¢ TCD4'CD25"$"CD69" em pacientes dos grupos IND ¢ CARD em
relagdo ao grupo NI apds estimulagdo in vitro com antigenos do T. cruzi (Tabela 2).
Observou-se também aumento significativo na expressdo de CD40L e CD69 por células
TCD4"CD25"#" de pacientes do grupo IND e CARD apés estimulagio in vitro com antigenos
do T. cruzi quando comparado a analise ex vivo (Tabela 2).

Recentemente alguns estudos demonstraram células TCD4" sdo aptas a sintetizarem
Granzima B e perforinas (Appay et al.,. 2002; Van Leeuwen et al., 2004). Além disso,
Grossman e colaboradores (2004) mostraram que as células Treg CD4'CD25" humanas para
mediar a supressdo necessitam de Granzima A. Baseado nestes dados analisamos a presenga
de células TCD4"CD25"¢"Granzima B* do sangue periférico nos grupos estudados.

A avaliacdo da expressao da molécula Granzima B mostrou aumento significativo no
percentual de células TCD4'CD25"¢"Granzima B" no grupo CARD quando comparado ao
grupo NI apds estimulagdo in vitro com antigenos do T. cruzi (Tabela 2).

A analise dos dados nao mostrou diferenca significativa na expressao de CD45RA,
CD45RO, HLA-DR, GITR, do fator de transcricdo Foxp3 (Tabela 2) e das citocinas TGF-J3 e
IL-17 (Tabela 2) por linfocitos TCD4'CD25"¢" entre os grupos estudados tanto ex vivo quanto

apos estimulagao in vitro com antigenos do T. cruzi (Tabela 2).
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Molécula TCD4*CD25M"
CD45RA Ex vivo In vitro

NI 597+1.62 NI 525+2.07

IND 7.57+191 IND 510+ 1.26

CARD 6.56+2.15 CARD 474 £1.06
CD45R0O Ex vivo In vitro

NI 90.77 £ 2.08 NI 89.88 £2.45

IND 90.37 +2.39 IND 88.91 £2.47

CARD 92.34+1.83 CARD 90.94 + 1.67
HLA-DR Ex vivo In vitro

NI 14.14 + 1.80 NI 11.77 £ 1.33

IND 14.05+ 1.44 IND 14.44 +2.07

CARD 16.82 +3.57 CARD 15.81 +£2.96
CD40L Ex vivo In vitro

NI 3.02+1.52 NI 5.12+1.24

IND 5.17+2.28 IND 12.34+2.17

CARD 412 +1.58 CARD 11.08 +1.83"
CD69 Ex vivo In vitro

NI 0.52+0.13 NI 1.47 +£0.38

IND 0.86 £0.19 IND 36.96 + 5.03"

CARD 0.88 + 0.40 CARD 26.62 +4.46
GITR Ex vivo In vitro

NI 271 £1.53 NI 0.46 £0.45

IND 1.44 +0.46 IND 0.41+0.21

CARD 0.88+1.59 CARD 1.50£0.71
Foxp3 Ex vivo Invitro

NI 51.79 £ 6.00 NI 59.24 +5.50

IND 55.65 +14.58 IND 49.17 £7.59

CARD 51.42+5.24 CARD 45.53 £10.53
Granzima B Ex vivo In vitro

NI 0.45+0.46 NI 1.45+£0.72

IND 0.73+0.48 IND 721 £3.90

CARD 3.34+0.66 CARD 13.76 + 8.60°
TGF-f Ex vivo In vitro

NI 1.69 +1.68 NI 2.07 £2.68

IND 3.06 £0.94 IND 3.66 +1.88

CARD 398+1.02 CARD 233 +1.55
IL-17 Ex vivo In vitro

NI 0.80 £ 0.49 NI 0.50+0.29

IND 1.25+0.68 IND 0.27+0.12

CARD 0.69 +£0.41 CARD 0.62 +0.34

Tabela 2: Analise fenotipica de células TCD4"CD25"". Os resultados estdo expressos como

mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando a molécula

de interesse. A diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) em relacdo ao grupo NI esta

representa pelo simbolo *. Ex vivo = antes da estimulagdo antigénica e In vitro = apods

estimulagdo com antigenos do T. cruzi.
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5.2 Caracterizacdo das células TCD4*'CD25"" com perfil migratério no sangue
periférico de individuos ndo infectados, pacientes apresentando as formas clinicas

indeterminada ou cardiaca

Estudos recentes sugerem que as células T reguladoras funcionam efetivamente in
vivo, possuem capacidade de migragdo e operam tanto em tecidos linfoides como nao-
linfoides (Campbell & Ziegler, 2007). Baseado nestes achados, as células T CD4"CD25"" de
pacientes do grupo IND e CARD e individuos NI foram avaliadas de acordo com a expressao
de moléculas de superficie com o intuito de caracterizar o perfil migratorio desta
subpopulagado celular nestes pacientes.

CD62L ¢ uma molécula de adesdo expressa em linfocitos e sua diminuicdo ou
auséncia estd associada a células ativadas (dos Santos et al., 2001). Nossos dados mostraram
aumento no percentual de células TCD4'CD25™¢"CD62L" de pacientes chagasicos quando
comparado aos individuos NI apés estimulag¢do in vitro com antigenos do T. cruzi (EPI)
(Figura 5A). Os dados também mostraram aumento do percentual de células
TCD4'CD25""CD62L" em pacientes dos grupos IND e CARD na cultura EPI quando
comparado ao ex vivo (Figura 5A). Com relag@o a molécula de superficie CD54, caracterizada
como ligante de LFA-1, a analise dos dados mostrou um aumento na intensidade media de
fluorescéncia de células TCD4"CD25"¢"CD54" dos grupos IND e CARD quando comparado
aos individuos NI na cultura contendo antigenos de EPI (Figura 5B).

LFA-1 (CD11a/CD18) ¢ o tinico membro da familia das B, integrinas expressas por
células TCD4 CD25" e possuem importante papel no trafego e ativagdo celular além de
propriedades de adesdo (Lub et al., 1995; Berlin-Rufenach et al., 1999; Abraham et al., 1999;
Abraham & Miller, 2001; Kandula & Abraham, 2004). A analise dos dados mostrou um
aumento na intensidade media de fluorescéncia de células TCD4 CD25™"CD11a” em
pacientes dos grupos IND e CARD quando comparado aos individuos NI na cultura EPI
(Figura 6A). Foi observado aumento na intensidade média de fluorescéncia de células
TCD4'CD25"¢"CD18" no grupo IND quando comparado aos individuos NI na cultura EPI
(Figura 6B).

54



>
vy

p<0.05
'_| 601 % 45 A
s . 0 401
a 50 a)
9 <0.001 . 9 %57
2 407 = | £ 301
To)
N N 254
A 307 p<0.001 p<0.0006 )
0 O 20-
g 207 & 151
(@)
(|._) — 10
=) 107 LL
o\ E 54
= b
Exvivo EPI Exvivo EPI Exvivo EPI Exvivo EPlI Exvivo EPlI Exvivo EPI
NI IND CARD NI IND CARD

Figura 5: Analise do percentual de células TCD4'CD25"$"CD62L" ¢ TCD4 CD25"¢"CD54"
no sangue periférico de individuos nao infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas
clinicas indeterminada (IND=14) ou cardiaca (CARD= 13). (A) representa a mediana do
percentual de células TCD4 CD25"$"CD62L" ex vivo e apos 22 horas de estimulagdo com
antigenos do T. cruzi (EPI). (B) representa a intensidade média de fluorescéncia (IMF) de
células TCD4'CD25""CD54" ex vivo e apos 22 horas de estimulagdo com antigenos do
T.cruzi (EPI). A diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos estudados

estdo representadas pelo p valor.
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Figura 6: Analise do percentual de células TCD4'CD25""CD11a" ¢ TCD4'CD25"¢"CD18"

no sangue periférico de individuos nao infectados (NI=11), pacientes apresentando as formas

clinicas indeterminada (IND=14) ou cardiaca (CARD=13). (A) representa a intensidade

média de fluorescéncia de células TCD4 CD25""CD11a" ex vivo e apos apos 22 horas de

estimulagdo com antigenos do T. cruzi (EPI) (B) representa intensidade média de

fluorescéncia de células TCD4 'CD25"€"CD18" ex vivo e apos 22 horas de estimulagio com

EPI. A diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre os grupos estudados estdao

representadas pelo p valor.
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5.3 Avaliacdo da presenca de foco inflamatorio e quantificacdo de células Foxp3
positivas em amostras de tecido cardiaco de individuos nédo infectados, pacientes
apresentando as formas clinicas indeterminada

ou cardiaca

Baseado na observagdo de que as células TCD4'CD25"e" apresentam um perfil
fenotipico de migracdo, nos questionamos se essas células poderiam estar presentes no tecido
cardiaco. Com o objetivo de avaliarmos a possivel participacdo de células Treg no tecido
cardiaco de pacientes com doenca de Chagas analises de imunohistoquimica foram realizadas
para deteccdo de células Foxp3 positivas nos focos inflamatorios de tecidos cardiacos de
pacientes apresentando as formas clinicas IND, CARD e individuos NI.

Os resultados demonstraram que os focos inflamatorios encontrados em tecidos
cardiacos de pacientes do grupo IND e CARD sao constituidos principalmente de células de
morfologia mononuclear, sugerindo uma maciga participacdo de linfocitos (Figura 7B-C).
Pacientes com a forma clinica CARD apresentaram processos inflamatorios mais numerosos e
intensos (Figura 7C) em comparacdo aos pacientes do grupo IND (Figura 7B). Além disso, a
presenca de fibrose proxima aos focos inflamatorios pode ser facilmente notada nos pacientes
portadores de cardiopatia grave (Figura 7C). Individuos ndo infectados ndo apresentam focos
inflamatoérios no tecido cardiaco (Figura 7A).

A andlise de distribui¢do de linfécitos Foxp3 positivos no tecido cardiaco dos grupos
estudados mostra que os mesmos estdo distribuidos preferencialmente ao redor dos vasos
sanguineos, sendo raramente encontrados proéximos aos focos inflamatdrios (Figura 7D-E-F).
A andlise quantitativa destas células demonstrou um aumento significativo no percentual de
células Foxp3 positivas no grupo IND em relagdo aos individuos NI (Figura 7G) Estes
resultados sugerem que células Foxp3 positivas estdo presentes no tecido cardiaco e, portanto,

podem modular a resposta inflamatoria no tecido durante a fase cronica da doenca de Chagas.
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Figura 7- Analise do foco inflamatdrio e quantificagao de células Foxp3 positivas no tecido
cardiaco. A primeira coluna representa a analise do foco inflamatorio e a segunda coluna
representa as células Foxp3 positivas de (A-D) individuos ndo infectados (NI=3), (B-E)
pacientes apresentando a forma clinica indeterminada (IND=4) e (C-F) pacientes
apresentando a forma clinica cardiaca (CARD= 3). (G) representa a analise quantitativa de
células Foxp3 positivas. A quantificacdo foi determinada pela média de linfocitos positivos
para este marcador como descrito em Material e Métodos. As diferengas estatisticamente
significativas (p<0,05) entre os grupos IND e NI estdo representadas pela letra a. As setas

indicadas na figura representam células Foxp3 positivas.
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5.4 Verificacdo do efeito da estimulacéo in vitro com antigenos nado relacionados sobre o
perfil das células TCD4"CD25"" no sangue periférico de individuos ndo infectados,
pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca

Estudos envolvendo a deplecdo ou transferéncia de células T reguladoras CD4'CD25"
tém mostrado evidéncias de que as células Treg podem influenciar a resposta imune contra
patoégenos e no efeito das doengas infecciosas (Mills, 2004). Entretanto evidéncias de que
células Treg sdo antigeno-especificas ainda sdo limitadas. Alguns estudos em modelos
experimentais ainda demonstram que uma vez ativada, a fun¢do supressora das células Treg
CD4'CD25" sdo antigeno ndo-especificas (Thornton & Shevach, 2000).

Baseado nestes dados, a caracterizacio do perfil fenotipico das células
TCD4'CD25"" na presenca de diferentes estimulos antigénicos para determinar a
especificidade dessas células seria apropriado no presente trabalho. Para alcangar esse
objetivo, as células TCD4'CD25"¢" de individuos NI e pacientes do grupo IND e CARD
foram estimuladas por antigenos soluveis do T. cruzi (EPI); antigenos de Candida Albicans
(CAND); antigenos soluveis de ovo de Schistossoma mansoni (SEA); antigenos de verme
adulto de Schistossoma mansoni (SWAP) ou antigenos de Leishmania braziliensis (Lb) e
posteriormente avaliado o percentual de células TCD4'CD25"e" co-expressando o fator de
transcri¢ao Foxp3; as citocinas intracitoplasmaticas TGF-f e [L-17; a molécula Granzima B ¢
a molécula de superficie GITR.

A anélise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4"CD25"" nos grupos IND e CARD na cultura EPI em relagdo as culturas SEA e SWAP
(Figura 8B-C). A andlise dos dados também demonstrou um aumento significativo no
percentual de células TCD4'CD25"¢" no grupo IND na cultura CAND em relagao a SEA
(Figura 8B) Nao foi observada nenhuma diferenga significativa na avaliagdo entre os

estimulos no grupo NI (Figura 8A).
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Figura 8: Andlise do percentual de células TCD4'CD25"" no sangue periférico apos 22
horas de estimulagdo com antigenos ndo relacionados. (A) representa o percentual de células
TCD4'CD25"#" de individuos ndo infectados (NI=5) (B) pacientes apresentando a forma
clinica indeterminada (IND=6) e (C) pacientes apresentando a forma clinica cardiaca
(CARD=6). EPI representa a resposta apds estimulagao com antigenos do T. cruzi; CAND
com antigenos de Candida Albicans; SEA com antigenos soltveis de ovo de Schistossoma
mansoni; SWAP com antigenos de vermes adultos de Schistossoma mansoni ¢ Lb com
antigenos de Leishmania braziliensis. Os resultados estdo expressos como mediana do
percentual de células positivas para o marcador CD25 da cultura estimulada dividido pela
cultura controle (INDEX). As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagdo a
cultura EPI quando comparada as culturas SEA e SWAP estdo representas pelas letras C e d,

respectivamente.
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Nossos resultados demonstraram um aumento significativo no percentual de células
TCD4'CD25"#"Granzima B" nos grupos IND e CARD na cultura EPI em relacao as culturas
SEA e SWAP (Tabela 3). A andlise dos dados também demonstrou aumento significativo no
percentual de células TCD4 CD25"¢"Granzima B no grupo IND na cultura EPI em relagdo a
cultura Meio (Tabela 3). Nao foi observada nenhuma diferenga significativa na avaliacao
entre os estimulos no grupo NI (Tabela 3).

A avaliacdo da expressdo da molécula de superficie GITR mostrou um aumento
significativo no percentual de células TCD4 CD25""GITR" no grupo IND na cultura SEA
em relagdo a cultura EPI (Tabela 3). Nao foi observada nenhuma diferenca significativa na
avaliacdo entre os estimulos no grupo NI e CARD (Tabela 3).

Nenhuma diferenga significativa no percentual de células TCD4 CD25"€"

positivas
para o fator de transcri¢do Foxp3 e para as citocinas intracitoplasmaticas TGF-f3 e IL-17 foi

observada entre os estimulos estudados (Tabela 3).
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Molécula Forma Meio EPI CAND SEA SWAP Lb

Clinica
Foxp3 NI 51,79£6,00  59,24+5,50 53,33+3,29 53,00+£2,33 45,45£9,12 43,86+5,79
IND 55,65 14,58  49,17+7,59 54,89+ 3,88 57,33+4,54 56,85+ 8,95 57,71£6,53
CARD 51,42£524  45,53£10,53 54,23+ 5,30 41,17£7,56 49,57+8,10  52,12+10,77
TGF-B NI 1,69+ 1,68 2,07+2,68 2,73+3,90 1,61+1,41 1,56+ 1,49 1,52+0,88
IND 3,06+0,94 3,66+ 1,88 2,67+1,03 2,17+1,38 1,77+1,53 2,50+1,57
CARD 3,98+ 1,02 2,33+1,55 2,15+0,68 3,47+1,10 2,64+1,30 3,21+1,68
IL-17 NI 0,80+ 0,49 0,50+ 0,29 1,35+0,46 0,70+ 1,71 0,46+ 0,49 0,06+0,15
IND 1,25+ 0,68 0,27+ 0,12 0,91+0,71 0,75+0,15 0,20+0,23 0,83+0,58
CARD 0,69+ 0,41 0,62+ 0,34 1,01£0,67 1,40+£0,91 0,78+ 0,62 0,47+0,23
Granzima B NI 0,45+0,76 1,45+ 0,72 6,56:4,81 0,77+0,76 1,28+0,71 0,48+2,18
IND 0,73+ 0,48 7,21+ 3,90 5,07+0,83 0,81%£0,53 1,09+ 0,66 1,59+3,10
CARD 3,34+0,66  13,76+8,60¢ 3,32+ 1,60 1,93+1,89 1,45+1,00 4,30+2,14
GITR NI 2,71+£1,53 0,46+ 0,45 3,05+£1,79 0,90+0,85 0,92+0,95 0,62+0,38
IND 1,44+ 0,46 0,41+0,21 1,98+0,64 2,15+1,72 1,10+0,90 0,87+0,35
CARD 0,88+1,59 1,50+0,71 2,33+1,62 1,74+ 1,47 1,23+1,31 1,34+0,51

Tabela 3: Analise do percentual de células TCD4'CD25"" no sangue periférico de
individuos ndo infectados (NI=5); pacientes apresentando a forma clinica indeterminada
(IND=6) ou cardiaca (CARD=6). Meio representa a cultura na auséncia de estimulo; EPI
representa cultura apds estimulagdo com antigenos do T. cruzi; CAND a cultura estimulada
com antigenos de Candida Albicans; SEA a cultura estimulada com antigenos soluveis de ovo
de Schistossoma mansoni; SWAP a cultura estimulada com antigenos de vermes adultos de
Schistossoma mansoni e Lb a cultura com antigenos de Leishmania braziliensis. Os resultados
estdo expressos como mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-
expressando os marcadores indicados na tabela. As diferengas estatisticamente significativas
(p<0,05) em relagdo as culturas EPI quando comparada as culturas Meio, SEA e SWAP estao
representadas pelos nimeros em negrito. A diferenga estatisticamente significativa (p<0,05)

em relagdo ao grupo NI esta representa pelo simbolo *.
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5.5 Avaliacdo da atividade funcional das células TCD4"CD25" no sangue periférico de
individuos ndo infectados, pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada ou

cardiaca

As células TCD4'CD25°, denominadas reguladoras, possuem fungdo critica na
modulagdo de doencgas autoimunes, porém os mecanismos de acao induzidos por essas células
que efetivamente inibem a proliferacao de células efetoras permanece desconhecido (Baecher-
Allan et al., 2001). Com o objetivo de avaliar a atividade funcional das células TCD4 CD25"
analisamos a proliferagdo celular de co-culturas de células efetoras e reguladoras no sangue
periférico dos individuos NI e dos pacientes apresentando as formas clinicas IND e CARD. A
analise dos dados referente ao percentual de células em proliferacdo (CFSE positivas) foi
obtida através da cultura experimental (EPI) divido pela cultura controle (INDEX).

A andlise dos dados ndo mostrou nenhuma diferenca significativa, entretanto, pode-se
observar uma tendéncia de diminui¢do da proliferacdo celular na presenca de células
TCD4"'CD25" nas culturas de PBMC em pacientes dos grupos IND e CARD (Figura 9B-C).
Essa diminuicdo se manteve nestes grupos mesmo quando adicionado a co-cultura
bloqueadores paras as citocinas IL-10 e TGF-3 e para a molécula de superficie CTLA-4
(Figura 9B-C). Nenhuma diferenca na proliferacao celular no grupo NI foi observada entre as

diferentes co-culturas (Figura 9A).
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Figura 9: Avaliag¢do da proliferacdo celular para analise da atividade funcional das células
TCD4'CD25" no sangue periférico (A) Individuos ndo infectados (NI=5), (B) pacientes
apresentando a forma clinica indeterminada (IND=6) ou (C) Cardiaca (CARD=6). Foram
realizadas as seguintes culturas: Cultura de PBMC (1x10° células/pogo). Co-cultura de PBMC
(1x10° células/pogo) + TCD4'CD25™ (2,5x10* células/pogo). Co-cultura de PBMC (1x10°
células/pogo) + TCD4 CD25" (2,5x10* células/pogo) + anticorpo anti-IL10. Co-cultura de
PBMC (1x10° células/poco) + TCD4'CD25" (2,5x10* células/pogo) + anticorpo anti-TGF-P.
Co-cultura de PBMC (1x10° células/pogo) + TCD4'CD25" (2,5x10* células/pogo) + anticorpo
anti-CTLA-4. Os resultados estdo expressos em INDEX (Cultura EPI : Cultura Controle) de

células positivas para o fluoréforo CFSE.
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5.6 Determinacdo da cinética de Intensidade Média de Fluorescéncia do fator de
transcricdo Foxp3 por células TCD4*CD25"" nas culturas de PBMCs de individuos no

infectados, pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada ou cardiaca

A importancia do Foxp3 no desenvolvimento e funcdo das células Treg esta bem
estabelecida. J4 foi descrito que células TCD4 CD25" que expressam Foxp3 possuem fungio
supressora (Fontenot et al., 2003) e deixam claro que a expressdo do Foxp3 tem efeito
marcante na fun¢do das células Treg, tanto bioquimicamente quanto em niveis celulares.
Além disso, estudos adicionais sugerem que Foxp3 ¢ um marcador molecular especifico para
caracterizar as c€lulas Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et al., 2004).

A determinagdo da Intensidade Média de Fluorescéncia (IMF) do fator de transcrigao
Foxp3 por células TCD4 CD25"E" foi realizada em amostras de PBMC de individuos NI,
pacientes apresentando as formas clinicas IND ou CARD na auséncia de estimulo (Meio) ou
apos estimulagdo in vitro com antigenos do T. cruzi (EPI)(Figura 10). Os resultados foram
avaliados por IMF devido a evidéncias anteriores demonstrando que ndo apenas a presenca de
Foxp3 ¢ importante para a fungdo das células Treg, mas também o nivel de expressao dessa
molécula ¢ crucial (Campbell & Ziegler, 2007).

A andlise dos dados mostrou uma diminui¢do significativa na IMF de Foxp3 por
células TCD4'CD25"E" no grupo CARD em relagdo ao grupo NI, a partir do 4 dia de cultura,
tanto na cultura Meio quanto na cultura EPI (Figura 10A-B). Foi observada também diferenga
significativa na IMF de Foxp3 por células TCD4"CD25"" dos grupos NI e IND na cultura
Meio em relagdo a cultura EPI (Figura 11A-B). Nao foi observada nenhuma diferenca

significativa na avaliagdo do grupo CARD em relagdo a cultura Meio e EPI (Figura 11C).
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Figura 10: Cinética da intensidade média de fluorescéncia do fator de transcri¢do Foxp3 por
células TCD4'CD25"€" nas culturas de PBMC dos grupos estudados. Individuos ndo
infectados (NI#=7), pacientes apresentando as formas clinicas indeterminada (INDm=8) ou
cardiaca (CARD A= 5). (A) representa a média da IMF de Foxp3 por células TCD4 CD25"e"
na auséncia de estimulo (Meio) e (B) representa a média da IMF de Foxp3 por células
TCD4'CD25"" apos estimulagdo com antigenos do T. cruzi (EPI). O eixo x representa os
dias de cultura em que foram realizadas as marcacdes para avaliagdo do fator de transcri¢ao
Foxp3. As diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) entre os grupos CARD e NI

estao representadas pelo p valor.
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Figura 11: Cinética da intensidade média de fluorescéncia do fator de transcri¢do Foxp3 por
células TCD4'CD25"" nas culturas de PBMC dos grupos estudados (A) de individuos nao
infectados (NI= 7), (B) de pacientes apresentando a forma clinica indeterminada (IND= 8) ou

(C) cardiaca (CARD= 5). () representa a média da IMF de Foxp3 por células

TCD4'CD25"#" na auséncia de estimulo (Meio) e (m) representa a média da IMF de Foxp3
por células TCD4'CD25"" apés estimulagio com antigenos do T. cruzi (EPI). O eixo x
representa os dias de cultura em que foram realizadas as marcagdes para avaliagdo do fator de
transcri¢do Foxp3. A diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) entre as culturas Meio e

EPI estdo representadas pelo p valor.
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5.7 Analise da expressao do fator de transcri¢cdo Foxp3 e dos marcadores de superficie
CD45R0, CTLA-4 por células TCD4*CD25"" no sangue periférico de pacientes CARD
apos tratamento especifico

Embora o tratamento da doenga de Chagas na fase aguda seja capaz de curar cerca de
50-70% dos casos (Rassi et al., 2000), na fase cronica, a sua indicagcdo ¢ ainda restrita aos
individuos portadores da forma clinica IND recente (Galvao et al., 1993). Um estudo
multicéntrico internacional vem sendo realizado visando avaliar o impacto da terapéutica com
benzonidazol em pacientes portadores da forma clinica CARD. A institui¢do desse protocolo
terapéutico abriu novas perspectivas de avaliacdes acerca dos mecanismos imunoldgicos
associados a infecgdo pelo T. cruzi (Marin-Neto et al., 2009).

Com o intuito de ampliar a nossa compreensdo sobre o0s mecanismos
imunorreguladores avaliamos o efeito do tratamento com benzonidazol sobre o perfil de
células TCD4'CD25"¢" no sangue periférico de pacientes apresentando a forma clinica
CARD da doenga de Chagas.

A analise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4'CD25"¢" no grupo cardiaco tratado (CARD T) em relagdo ao grupo CARD ex vivo
(Figura 12A). A avaliagdo da cultura EPI mostrou um aumento significativo no percentual de
células TCD4 CD25"¢" no grupo CARD T quando comparado aos individuos NI (Figura
12B). A avaliacdo do fator de transcricdo Foxp3 ndo mostrou diferenca significativa no
percentual de células T CD4 CD25"€"Foxp3™ entre os grupos estudados ex vivo e em cultura
estimulada com EPI (Figura 12C-D).

Com relacdo a molécula de superficie CD45RO a analise mostrou diminui¢ao
significativa no percentual de células T CD4'CD25"¢"CD45RO" no grupo CARD T em
relagdo aos outros grupos estudados tanto ex vivo quanto na cultura contendo EPI (Figura
13A-B). A avaliagdo da molécula CTLA-4 demonstrou um aumento significativo no
percentual de células TCD4'CD25""CTLA-4" nos grupos CARD e CARD T em relagao ao
grupo NI na cultura EPI (Figura 13D). Nao foi observada nenhuma diferenga significativa na

avaliag@o entre os grupos ex Vvivo (Figura 13C).
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Figura 12: Avaliacdo de células T CD4 CD25"€" ¢ do fator de transcri¢io Foxp3 no sangue
periférico de individuos ndo infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma clinica
cardiaca (CARD=13) ou forma clinica cardiaca tratados (CARD T=7). (A) representa o
percentual de células TCD4 CD25"" ex vivo. (B) o percentual de células TCD4 CD25™¢"
apos 22 horas de estimulagdo com antigenos do T. cruzi (EPI). (C) representa o percentual de
células TCD4'CD25"" Foxp3* ex vivo. (D) o percentual de células TCD4 CD25"E Foxp3*
ap6s 22 horas de estimulagdo com antigenos do T. cruzi (EPI). Os resultados estdo expressos
como mediana do percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando o
fator de transcricdo Foxp3. As diferengas estatisticamente significativas (p<0,05) em relagao

aos grupos NI ¢ CARD estdo representas pelas letras a e b, respectivamente.

69



>
oy}

+ +
8 100 7 a;b 8 1001 b
a
n n 3
= 80 80
5 : T
5 60 5 601
b b
N 407 a 404
O O
< - < -
8 20 8 20
= 0' = 0-
(=) (=]
S NI CARD CARD T S NI CARD CARDT
C D
& h a
1. 10.0 1 ¥ 10.01
< < a
= = ‘
O 751 O 751
2 :
A - h
N 50 N 5.0
0 O
< X i
O 257 S 25
O O
|_
X 0.0- ¥ 0.0-
NI CARD CARDT NI CARD CARDT

Figural3: Avaliacio de células TCD4'CD25"¢"CD45RO" ¢ TCD4'CD25"€"CTLA-4"no
sangue periférico de individuos ndo infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma
clinica cardiaca (CARD=13) ou a forma clinica cardiaca tratados (CARD T=7). (A)
representa o percentual de células TCD4"CD25"¢"CD45RO" ex vivo. (B) o percentual de
células TCD4'CD25"¢"CD45RO ap6s 22 horas de estimulacdo com antigenos do T. cruzi
(EPI). (C) o percentual de células TCD4'CD25"" CTLA-4" ex vivo. (D) o percentual de
células TCD4 CD25""CTLA-4" ap6s 22 horas de estimulagio com antigenos do T. cruzi
(EPI). Os resultados estdo expressos como mediana do percentual de células positivas para o
marcador CD25 co-expressando CD45RO ou CTLA-4. As diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) em relagdo aos grupos NI e CARD estdo representas pelas letras a ¢ b

respectivamente.
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5.8 Analise no perfil de citocinas intracitoplasmaticas em células TCD4*CD25"" do

sangue periférico de pacientes CARD apds tratamento especifico

A analise dos dados mostrou um aumento significativo no percentual de células
TCD4+CD25highIFN-y+ no grupo CARD em relagdo ao grupo NI na cultura EPI (Figura 14A).
A avaliagio do percentual de células TCD4"CD25™¢"[L-10" mostrou uma diminuigio do
percentual de células TCD4 'CD25"€"L-10" no grupo CARD T em rela¢do ao grupo CARD
na cultura EPI (Figura 14B).
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Figura 14: Avaliagio de células TCD4 CD25"€"FN-y" ¢ TCD4 CD25"¢"L-10"no sangue
periférico de individuos ndo infectados (NI=11), pacientes apresentando a forma clinica
cardiaca (CARD=13) ou a forma clinica cardiaca tratados (CARD T=7). (A) representa o
percentual de células TCD4+CD25highIFN-y+ apos 22 horas de estimulagdo com antigenos do
T. cruzi (EPI). (B) o percentual de células TCD4'CD25™¢"[L-10" apos 22 horas de
estimulagdo com antigenos do T. cruzi (EPI). Os resultados estdo expressos como mediana do
percentual de células positivas para o marcador CD25 co-expressando IFN-y ou IL-10. As
diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) em relacdo aos grupos NI e CARD estao

representas pelas letras a e b respectivamente.
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6 DISCUSSAO

A infecgdo do hospedeiro pelo Trypanosoma cruzi mobiliza multiplos mecanismos

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

A resposta imune inicial durante a infec¢do humana pelo T. cruzi (aguda recente,
aguda tardia e crOnica recente) ndo ¢ completamente entendida, apesar da sua funcao crucial
no direcionamento das diferentes formas clinicas da infec¢do cronica. Estudos demonstram
que o T. cruzi induz uma forte ativagdo do sistema imune durante a infec¢do aguda e que os
diferentes mecanismos imunes induzidos durante os estdgios iniciais da fase cronica da
infeccdo representam componentes essenciais da atividade imune presente na fase cronica
tardia (Andrade, 1991; Brener & Gazzinelli, 1997; Marinho et al., 1999; Sathler-Avelar et al.,
2003; Golgher & Gazzinelli, 2004). De fato, a infecgdo pelo T. cruzi causa alteragdes no
sistema imune, como a ativacdo policlonal e a imunossupressao (Minoprio et al., 1986, 1987,
D'imperio Lima et al., 1986) verificada na fase aguda, podendo assim alterar os processos de
regulacdo.

A resposta imune contra diferentes patogenos pode ser regulada por varios
mecanismos supressores do hospedeiro, porém esses mecanismos ainda nao estdo totalmente
esclarecidos. Recentemente tem-se observado a participagdo de células T reguladoras
exercendo papel protetor durante infec¢des virais cronicas, bacterianas e fungicas (Mills,
2004). A identificagdo de células T CD4'CD25" e seu papel tem sido objeto de intenso estudo
devido ao papel critico dessas células na manuten¢do da autotolerdncia, bem como na defesa
contra patdogenos. Varios marcadores tem sido estudados para melhor caracterizar as células T
reguladoras CD4'CD25", dentre eles estdo CD62L, CTLA-4 e o fator repressor de transcrigio
Foxp3 (forkhead box P3) (Powrie et al., 1996, Fontenot et al., 2003).

A regulacdo da resposta imune por células T reguladoras in vivo ¢ um processo
complexo envolvendo multiplos subtipos de células Treg que parecem usar um Unico
mecanismo para suprimir a ativacao, diferenciacdo e fun¢do das células T efetoras dentro dos
tecidos linfoides e nao linféides (Sather et al., 2007). Os mecanismos de supressao utilizados
pelas células T reguladoras CD4'CD25" ainda ndo estio bem esclarecidos. Alguns autores
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defendem a hipétese de que as células T reguladoras CD4 'CD25" suprimem células efetoras
através do contato celular pela molécula CTLA-4 e mostram que o bloqueio de CTLA-4 inibe
a funcdo supressora das Treg (Read et al., 2000; Takahashi et al., 2000; Maloy & Powrie,
2001; Annunziato et al., 2002; Battaglia et al., 2002). Adicionalmente, estudos demonstram
high

que o mecanismo de supressio das células TCD4 CD25

citocinas inibidoras como IL-10 e TGF-B (Baecher-Allan et al., 2001; Jonuleit et al., 2002;

parece ser independente de

Battaglia et al., 2002; Viglietta et al., 2004). Por outro lado, outros autores defendem a
hipotese de que IL-10 e TGF-f3 também podem estar envolvidos no efeito supressor in vivo
das células T reguladoras CD4 'CD25" (Hara et al., 2001; Liu et al., 2003).

Apesar de ndo existirem evidéncias para a funcdo efetora dessa populacdo celular na
doenca de Chagas, nossos resultados demonstraram que pacientes apresentando a forma
clinica IND apresentam um aumento significativo no percentual de células T CD4'CD25"¢"
expressando Foxp3 e IL-10 (Figura 3B-4B). Esses resultados sugerem que essas células
podem estar envolvidas no controle da morbidade da doenga de Chagas (Aragjo et al., 2007),
bem como no desenvolvimento do processo inflamatorio. Como descrito previamente por
Gomes ¢ colaboradores (2003), a citocina IL-10 possui papel chave na regulacdo da resposta
inflamatoria na infecgao

Nosso  grupo também  demonstrou percentuais elevados de  células
TCD4'CD25""CTLA-4" nos pacientes portadores da forma clinica CARD (Figura 4A). A
expressao da molécula de superficie CTLA-4 ¢é constitutiva nas células T reguladoras
(Fontenot et al., 2003; Takahashi et al., 2000) e sugerem que esta molécula pode ser
funcionalmente importante. Entretanto, as células T CD4 CD25""CTLA-4" dos pacientes do
grupo CARD podem ndo ser suficientes para controlar o desenvolvimento do processo
inflamatorio ou podem estar suprimindo a reposta imune protetora contra o patdogeno. Além
disso, a analise da expressdo da molécula Granzima B intracitoplasmatica demonstrou um
aumento no percentual de células TCD4'CD25"¢"Granzima B no grupo CARD (Tabela 2). A
molécula granzima B ¢ uma serino protease, cujos substratos apresentam especificidade
similar & da familia das caspases (Darmon et al., 1999). De fato, Granzima B pode ativar
diretamente caspase 3 induzindo apoptose sob multiplos pontos da via dependente de caspase
(Barry et al.,, 2000; Atkinson et al., 1998). Baseado nestes dados pode-se sugerir a
possibilidade de auto citotoxicidade das células Treg, explicando o percentual diminuido de
células Treg no grupo CARD e conseqiientemente sua limitacio da regulagdo nestes
pacientes.

Grossman e colaboradores (2004) tém demonstrado que células TCD4'CD25"

reguladoras medeiam a supressdo com requerimento de Granzima A e perforinas. Outros
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estudos tém re-examinado a apoptose de células T efetoras por células T reguladoras como
um mecanismo de supressdo da resposta imune (Grossman et al., 2004; Dai et al., 2004).
Além disso, recentes estudos reportam que células TCD4" humanas também estio aptas a
sintetizar Granzima B (Appay et al., 2002; Van Leeuwen et al., 2004) e que esta molécula ¢
largamente responsavel pela indugdo de apoptose de células alvo. Gondek e colaboradores
(2005) demonstram que imediatamente apds ativagao de células Treg, Granzima B ¢
rapidamente expressa por estas células, sugerindo que esta serino protease possui papel
importante na capacidade supressora das células Treg murinas mediando a apoptose.
Multiplos fatores estdo envolvidos na supressdo de células Treg e a apoptose pode ser um
deles. Baseado nestes dados, podemos sugerir também que o aumento de células
TCD4'CD25"" Granzima B* no sangue periférico dos pacientes do grupo CARD poderiam
estar induzindo elevacdo da apoptose de células efetoras, o que conseqiientemente ocasionaria
um desequilibrio da resposta imune e possivel dano tecidual nestes pacientes, favorecendo o
desenvolvimento da miocardiopatia chagasica. De fato, autores descrevem que defeitos na
regulagdo da apoptose podem levar ao desenvolvimento de doengas (Rudin & Thompson,
1997). Essa hipotese pode ser reforgada através dos dados obtidos pelo nosso laboratorio,
onde foi observado que pacientes do grupo CARD possuem maior indice de apoptose de
linfécitos T em relagdo aos outros grupos estudados (Chaves, 2009 — dados ndo publicados).
Em adi¢do, apoptose pode ser identificada em cardiomiocitos e células inflamatorias no tecido
cardiaco de pacientes chagasicos e associadas a faléncia cardiaca (Tostes et al., 2005).

A falta de uma resposta adequada das células Treg nos pacientes do grupo CARD
associada a outros mecanismos reguladores descontrolados podem esclarecer a exacerbagao
da resposta imune e forte resposta de células TCDS8" citotoxicas observada nestes pacientes.
Corroborando a este fato, alguns autores observaram correlagdo positiva de células
TCD4'CD28 e das citocinas IL-10 e TNF-a, sugerindo um balango destas citocinas nos
pacientes do grupo IND, enquanto que em pacientes CARD foi observada uma correlagdo
positiva entre células TCD4 CD28" e da citocina inflamatéria TNF-a.. Estes dados sugerem a
predominancia de uma fun¢do inflamatoria nestes pacientes, o que pode estar associado ao
estabelecimento de uma resposta imune ndo regulada, favorecendo o desenvolvimento da
patologia (Menezes et al., 2004; Dutra et al., 2009).

Devido ao fato de poucos trabalhos correlacionarem os aspectos imunorreguladores
envolvidos no controle e/ou desenvolvimento da miocardiopatia da doenga de Chagas, nos
propusemos a estudar um dos possiveis mecanismos imunorreguladores (Treg) existentes,
com o objetivo de contribuir para o melhor entendimento dos processos envolvidos na

resposta imune da doenca.
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O controle exercido pelas células T reguladoras no sitio inflamatério é um processo
que depende da natureza e do estado de ativacao destas c€lulas e ¢ coordenado por moléculas
de adesdo e receptores de quimiocinas. Varios estudos mostram que o comportamento de
migragdo das células Tregs influencia de maneira importante na sua atividade supressora in
VivO e ndo somente seu potencial supressor (Huehn & Hamann, 2005).

A expressao da molécula L-selectina (CD62L) tem sido mostrada na maioria das
células reguladoras T CD4'CD25" (Sakaguchi et al., 1995; Lepault & Gagnerault, 2000).
Outros dados tem reportado o aumento dos niveis de moléculas de adesdo (CD54 and LFA-1)
nos subtipos de células T reguladoras (Sakaguchi et al., 1995; Annunziato et al., 2002; Bystry
et al., 2001; Iellem et al., 2003), sugerindo que estas cé¢lulas podem entrar no tecido inflamado
e exercer sua atividade supressora. De fato, no presente estudo foi observado que células T
CD4"CD25"¢" do sangue periférico de pacientes chagésicos e individuos NI expressam as
moléculas de adesdo/migracdo CD62L, CD54, CD11a, CD18 no contexto ex vivo. Entretanto,
quando estas células sdo estimuladas in vitro com antigenos do T. cruzi observou-se um

aumento no percentual de células T CD4"CD25""

CD62L" nos pacientes apresentando as
formas clinicas IND e CARD quando comparado aos individuos NI (Figura 5A). Estudos
prévios demonstram que a molécula CD62L ¢ rapidamente regulada na superficie das células
sob ativacdo, estando a perda da molécula CD62L associada a um perfil de ativacao (Jung et
al.,1988). Além disso, Jung e colaboradores (1988) defendem que devido ao fato de CD62L
ser importante marcador fenotipico para distinguir os subtipos de células T reguladoras e ser o
principal receptor de migracdo para os linfonodos, essa molécula pode ser critica para a
migragdo in vivo e compartimentalizagdo da funcdo reguladora.

Neste estudo observamos também um aumento no percentual de células T
CD4°CD25"¢" expressando as moléculas de adesio CD54, CD11a e CD18 nos pacientes do
grupo IND e CARD em relagdo aos individuos NI apos estimulagdo in vitro (Figura 5B, 6A-
B) caracterizando essas células com um perfil migratdrio nestes pacientes. De fato, dados na
literatura mostram que a molécula LFA-1 (CD11a/CD18) ¢ o inico membro da familia das
integrinas B, expressa por células TCD4 CD25" e possuem importante papel no trafego e
ativacdo celular além de propriedades de adesdao (Lub et al., 1995; Berlin-Rufenach et al.,
1999; Abraham et al., 1999, 2001; Kandula &Abraham, 2004). Com base no exposto

podemos especular que as células TCD4'CD25"e"

do sangue periférico dos pacientes
chagasicos apresentam perfil migratério e de ativagdo, sugerindo que essas células Treg
podem estar aptas a migrar para o tecido cardiaco e provavelmente atuar in situ (Belkaid et
al., 2002), principalmente nos pacientes portadores da forma clinica IND. Corroborando a

essa hipotese, trabalhos adicionais mostram que a expressdo variada de receptores de
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migracdo nas células Treg podem fornecer a essas uma vantagem competitiva sobre as células
T efetoras, e permitir que elas migrem mais eficientemente para o sitio de inflamagado
prevenindo a resposta imune inadequada (Piccirillo, 2008). Além disso, dados na literatura
confirmam que para funcionar efetivamente in vivo c€lulas Treg necessitam migrar e operar
em varios tecidos linféides e ndo linfoéides (Campbell & Ziegler, 2007). Sather e
colaboradores (2007) ainda especulam que durante inflamagao tecidual as células Treg sofrem
extensa expansdo, durante a qual elas expressam receptores que permitem sua migragdo para
os tecidos nao-linfoides. Apos a migragdo para os sitios nao-linfoides, as células Treg podem
limitar a resposta de células T efetoras resultando no controle efetivo do patdogeno sem dano
tecidual e sem o desenvolvimento de processo imunopatologico. Baseado na observacao de
que as células TCD4'CD25"" apresentam um perfil fenotipico de migragdo, nos
questionamos se essas células poderiam estar presentes no tecido cardiaco.

Desta maneira, analisamos a possivel presenca de células Treg no tecido cardiaco,
através do marcador Foxp3 com o objetivo de elucidar algumas questdes como: As células T
reguladoras estdo presentes no tecido cardiaco de pacientes portadores da doenga de Chagas?
Onde essas cé¢lulas atuariam?

Utilizamos a molécula Foxp3 para avaliar a presenca de Treg no tecido cardiaco uma
vez que estudos relacionados a importancia das células T reguladoras no controle da resposta
imune mostram que a expressao de Foxp3 tem efeito marcante na fungdo das células Treg,
tanto bioquimicamente quanto em niveis celulares. Além disso, a alta expressdo do gene
Foxp3 em células T CD4'CD25" e a baixa expressdo deste gene em células T virgens e em
células T CD4'CD25 recém ativadas sugerem que Foxp3 ¢ um marcador molecular
especifico para caracterizar as células Treg (Fontenot et al., 2003; Khattri et al., 2003; Hori et
al., 2004). A importancia do Foxp3 no desenvolvimento e funcdo das células Treg estd bem
estabelecida, uma vez que alguns estudos mostram que células TCD4'CD25" que expressam
Foxp3 possuem fun¢do reguladora e que células negativas para Foxp3 ndo possuem essa
funcdo (Fontenot et al., 2003). Ziegler (2006) corrobora a esse dado permitindo concluir que
Foxp3 ¢ absolutamente necessario para o desenvolvimento e funcdo das células Treg e que a
expressdo ectopica de Foxp3 pode levar a conversao de células T a um fenotipo regulador.

No presente estudo foi demonstrado que pacientes portadores da doenca de Chagas
apresentam foco inflamatério constituido principalmente por células mononucleares,
sugerindo uma forte participa¢do de linfocitos nesses sitios (Figura 7). Interessantemente,
linfocitos Foxp3 positivos no tecido cardiaco de pacientes chagésicos estdo localizados
préximo aos vasos sanguineos e ndo associadas ao foco inflamatério (Figura 7). Estudos

recentes mostram que a localizagdo apropriada determina a capacidade supressora in vivo das
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células Treg (Huehn & Hamann, 2005). Também foi observado no tecido cardiaco que
pacientes apresentando a forma clinica IND da doenga apresentaram maior percentual de
linfocitos Foxp3 positivos (Figura 7G). Baseado nos dados encontrados ¢ possivel especular
que células Treg Foxp3 positivas podem entrar no tecido inflamado e atuar diretamente no
sitio de infecgdo controlando a progressao da inflamacdo. Estudos que reforcam esta hipotese
demonstram a atividade das células Treg nos tecidos nao-linfoéides associadas a limitacdo da
inflamacdo e autoimunidade (Sather et al., 2007). Além disso, os autores mostram dados que
indicam que a migracdo de Treg para tecidos ndo-linféides ¢ essencial durante a resposta
imune contra antigenos estranhos ou em modelos experimentais de autoimunidade (Siegmund
et al., 2005, Sather et al., 2007).

Na fase cronica da doenca de Chagas, as células T CD4"CD25" reguladoras podem ser
populacdo importante no controle da resposta  inflamatéria no tecido cardiaco.
Adicionalmente, seu efeito pode depender do seu perfil de migragdo, capacidade de adesdo e
sua presenga no tecido. Estudos sobre a caracterizagao do infiltrado celular na miocardite
cronica foram essencialmente estudados tanto em humanos como em modelos experimentais
(Reis et al., 1993a,1993b; Higuchi et al., 1993, 1995, 1997, 2003; dos Santos et al., 2001).
Reis e colaboradores (1997) quantificaram e correlacionaram o numero de células
inflamatorias positivas para IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y e TNF-a. com o numero de células T
CD4" e CDS8". Células TCD8" foram as principais células encontradas nos tecidos, enquanto o
niimero de células CD4" encontrava-se reduzido. A expressdo de IFN-y foi intensa, havendo
correlagdo positiva entre o nimero de células secretando essa citocina e células T CDS§",
sugerindo que essas células seriam a principal fonte de produc¢ao de IFN-y nos tecidos
cardiacos de pacientes com a doenca de Chagas. Foi também observado, nimero moderado de
células secretando IL-4, IL-6 ¢ TNF- a, sugerindo que a proliferacdo da sub-populacdo de
células T CD4" Th2, estaria relacionada a disseminacio do parasito.

Estudos de biopsias endomiocérdicas, obtidas de pacientes com cardiopatias prestes a
serem transplantados possibilitaram verificar o padrdo de citocinas sintetizadas, apds
estimulagdo in vitro de linhagens celulares obtidas no sitio da lesdo. Os resultados obtidos
mostraram predominio de IFN-y e TNF-a, concordantes com os achados imunohistoquimicos
ja descritos (Cunha-Neto et al., 1998) porém, estes estudos ndo determinam os possiveis
mecanismos de imunorregulacdo existentes nos pacientes do grupo IND que controlam a
progressao do processo inflamatorio.

Muito pouco ¢ conhecido a respeito da especificidade das células Treg e existem
evidéncias de que essas células sao uma populagdo heterogénea que reage com peptideos

derivados tanto de tecidos proprios quanto antigenos estranhos (Maloy & Powrie, 2001).
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Além disso, esses estudos sugerem que embora a ativagio de TCD4'CD25" seja antigeno
especifica, uma vez ativada, essas células inibem tanto células T CD4" quanto CD8" de
maneira antigeno ndo-especifica (Takahashi et al., 1998; Thornton & Shevach, 2000).

Nossos resultados demonstraram que o desenvolvimento de células TCD4 CD25™¢"
parece ser dependente de estimulo antigénico, uma vez que observamos um aumento
significativo no percentual de células TCD4'CD25"¢" no sangue periférico dos pacientes do
grupo IND e CARD apenas apos estimulagdo com antigenos do T cruzi e ndo na presenga de
antigenos nao relacionados a infec¢ao (Figura 8B-C). Esta interpretagdo ¢ corroborada pelos
resultados obtidos com cultura estimulada por Candida albicans considerando que o antigeno
de Candida ¢ onipresente na populagdo humana. Os dados ainda permitem sugerir que o
aumento de células TCD4"CD25"¢" na circulagdo sanguinea é dependente de uma resposta
secundaria para as células de memoria imunoldgica especifica. Esta interpretacdo ¢ altamente
pertinente uma vez que pode ser verificada nos individuos NI para T cruzi, que apresentam
um aumento de células Treg apenas ap6s estimulagdo com Candida albicans (Ag onipresente)
(Figura 8A). De fato, as células Treg estdo associadas muito mais ao marcador caracteristico
de células de memoria CD45RO do que de células virgens CD45RA (Tabela 2, Aratjo et al.,
2007).

Durante a fase aguda, alguns estudos mostram que as células Treg naturais podem
reconhecer antigenos proprios que sdo liberados devido ao dano tecidual, entretanto dados
obtidos em estudos de infec¢des cronicas sugerem que as células Treg reconhecem antigenos
microbianos (Hesse et al., 2004; Cabrera et al., 2004; Mckee & Pearce, 2004).
Adicionalmente, células TCD4 CD25" antigeno especificas tem sido mostradas nos sitios de
infeccdo da derme logo apds infecgdo com L. major (Belkaid et al., 2002). Além disso,
existem evidéncias de que a resposta imune adaptativa contribui para o controle da
imunopatologia induzida pela infeccdo através da geragdo de células T reguladoras antigeno-
especificas, tendo essas células um papel protetor na imunidade contra a infeccdo (Mills,
2004).

De fato, as células Treg podem ser importantes para monitorar a resposta imune do
hospedeiro e prevenir o dano tecidual. Estudos em infecgdes cronicas com Schistosoma
mansoni em camundongos demonstram o papel protetor dessas células na imunopatologia e
que sua remog¢ao aumenta o dano tecidual (Hesse et al., 2004). Gavin & Rudensky (2003)
concluem que as células TCD4 CD25" naturais sdo direcionadas para reagir contra os agentes
infecciosos 0 que leva a resposta imune balanceada de células T patogenos-especificas
supressoras e inflamatorias, visando reduzir tanto a viruléncia quanto o dano inflamatorio e

possivelmente, manter o antigeno com a finalidade de geracao de células T de memoria.
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As células Treg possuem diversos marcadores para sua caracterizacdo fenotipica,
dentre essas moléculas esta o GITR. A proteina GITR (também conhecida como TNFRSF18)
estd relacionada ao receptor de TNF induzido por glicocorticoide e gerou a atencdo dos
imunologistas devido ao fato de ser um marcador potencial de células Treg (McHugh et al.,
2002; Shimizu et al.,, 2002). Estudos demonstram que a proteina GITR possui papel
significativo na reversao dos efeitos imunosupressores das células Treg, fendmeno esse
denominado contrasupressdo (Shevach & Stephens, 2006; Gershon et al., 1981). Apesar de
ndo termos observado diferenca na expressio de GITR por células TCD4 CD25™¢" entre as
formas clinicas estudadas ap6s estimulagdo in vitro com antigenons do T. cruzi, analisamos a
expressao de GITR por células Treg frente a diferentes estimulos antigénicos. Nossos
resultados nos permitiram observar um baixo percentual de células TCD4 CD25"¢"GITR"
apos estimulag@o com antigenos do T. cruzi (Tabela 3).

Estudos adicionais mostram que a adi¢do de anticorpos especificos ao GITR na co-
cultura de células reguladoras e efetoras anula a atividade supressora das células Treg,
sugerindo que a interacdo GITR-GITRLigante inibe a atividade supressora das células Treg e
aumenta a proliferagdo das células efetoras (McHugh et al., 2002; Shimizu et al., 2002;
Shevach & Stephens, 2006). Entretanto, outros autores demonstram que a interagdo GITR-
GITRLigante resulta na coestimulacao tanto dos efeitos das células Treg quanto das células
efetoras (Muriglan et al., 2004). Estudos in vitro aumentam as evidéncias de que a expressao
de GITR por células Treg resulta na expansdo e aumento do potencial supressivo destas
(Shevach & Stephens, 2006). Porém se a interacdo GITR-GITRLigante induz a estimulagdo
ou contrasupressdo das células Treg ainda permanece por ser esclarecida. Adicionalmente.
estudos na infecg¢do por T cruzi demonstram que o bloqueio de GITR pode estar relacionado a
diminui¢io do numero de células TCD4'CD25" e conseqiientemente a diminuicio da
atividade supressora das células Treg (Mariano et al., 2008). Baseado nestes dados e em
nossos resultados podemos sugerir que as células Treg presentes na circulacdo dos pacientes
portadores da doenca de Chagas possuem reduzida atividade funcional no sangue ¢ devem
migrar para local de infecgdo, onde irdo in situ expressar propriedades funcionais reguladoras.

Virios estudos em modelos experimentais e humanos tém demonstrado que as células
TCD4'CD25" sdo populagdo celular importante com capacidade de suprimir a ativagdo de
células efetoras, producao de citocinas pro-inflamatorias, inibir a acdo de células
apresentadoras de antigenos e conseqlientemente controlar a resposta imune (Sakaguchi,
2000; Read et al., 2000; Dieckman et al., 2001; Baecher-Allan et al., 2001, 2002, 2004;
Belkaid et al., 2002, 2006; Belkaid, 2003,2007; Liu et al., 2003; Mills, 2004; Shevach, 2004,
2009; Belkaid & Rouse, 2005; Huehn et al., 2005; Rouse, 2007; Piccirillo, 2008).
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Alguns autores sugerem que o alvo da atividade supressora das células Treg ¢ a
reposta imune que confere protecdo contra infeccdes com microorganismos € também
respostas que causam danos ao tecido do hospedeiro (Mills, 2004). Desta maneira, o balango
de células T reguladoras e atividade de células efetoras em diferentes tecidos ¢ sintonizado de
maneira precisa para permitir o controle do patégeno e a imunovigilancia enquanto previne o
desenvolvimento da inflamagdo cronica e doencas autoimunes (Belkaid et al., 2006).
Entretanto, o mecanismo utilizado por essas células ainda ndo estd bem estabelecido.

No presente estudo avaliamos a co-cultura de células efetoras (PBMC) na presenca de
células reguladoras (TCD4'CD25") do sangue periférico de individuos NI e pacientes
apresentando as formas clinicas IND e CARD da doenca de Chagas para avaliacdo da
atividade funcional das Treg. Nossos dados mostram que ndo ha diferenca significativa nas
co-culturas estabelecidas. Entretanto, observamos uma tendéncia de regulacdo de PBMC por
células Treg nos pacientes do grupo IND e CARD (Figura 9B-C), uma vez que podemos
observar uma diminui¢do da proliferagdao celular na presenca de Treg quando comparado a
cultura somente com células efetoras (Figura 9B-C). Esses resultados ndo foram observados
nos individuos NI (Figura 9A). A adi¢do de anticorpos monoclonais anti-CTLA-4, anti-IL10 e
anti-TGF-f3 nas co-culturas do presente estudo ndo alterou os resultados encontrados (Figura
9).

Virios estudos foram realizados com o objetivo de determinar os mecanismos pelos
quais as células Treg atuam nas diferentes infecg¢des, sendo a supressao por contato celular
(CTLA-4) ou por citocinas reguladoras (IL-10 e TGF-B) os mais estudados. Baseado nos
nossos resultados, podemos sugerir outros mecanismos de supressdo por essas células Treg
que ndo esses, tais como os estudos realizados por Pandiyan e colaboradores (2007) que
sugerem que as células Treg podem competir com as células T efetoras pela IL-2, uma vez
que apresentam alta expressdo de CD25 e desta maneira, devem consumir essa citocina
presente no meio. Consequentemente esse consumo inibe a proliferacao das células T efetoras
resultando em apoptose dependente do fator pro-apoptotico Bim. Outros autores ainda
sugerem que as cé¢lulas Treg expressam na sua superficie a molécula galactina 1 (homodimero
que se liga a glicoproteinas como CD45, CD43 e CD7) podendo interagir com as células
efetoras resultando na inibi¢do do ciclo celular, apoptose e inibi¢ao da produgdo de citocinas
pro-inflamatoérias (Garin et al., 2007).

Mecanismos pelos quais as células Treg suprimem a funcao das células apresentadoras
de antigenos (APCs) vém sendo amplamente discutidos. Liang e colaboradores (2008)
sugerem que a expressao da molécula LAG 3 (homdlogo de CD4) por células Treg permite a

interacdo de alta afinidade dessas células com as moléculas de MHC II presentes nas células
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dendriticas (DC) imaturas. Essa interacdo induz supressdo da maturacdo das células DC e
inibicao da sua capacidade estimulatoria.

Baecher-Allan e colaboradores (2002) postulam que células reguladoras
TCD4'CD25"" suprimem seletivamente células alvo que recebem sinal “fraco” faltando
coestimulagdo enquanto sdo incapazes de suprimir células T respondedoras que sdo induzidas
por antigenos microbianos ¢ sofrem expansao clonal via sinalizagdo “forte”. Alguns autores
ainda demonstraram que CTLA-4 ¢ TGF- ndo sdo necessarios para a atividade das células
Treg (Dieckmann et al., 2001; Levings et al., 2001) e que bloqueadores de TGF- nao
revertem a atividade supressora das células Treg (Piccirillo et al., 2002; Shevach, 2009).

Baecher-Allan e colaboradores (2004) demonstraram através de experimentos que
varios fatores podem interferir na atividade supressora das células Treg. Dentre eles o
percentual de células TCD4'CD25"" que sdo obtidas apds sua separagio do restante das
células, uma vez que somente as células TCD4'CD25"" derivadas de sangue periférico em
humanos sdo funcionalmente supressoras, sendo que ¢ provavel que no subtipo
TCD4'CD25"" ainda exista um pequeno nimero de células ndo supressoras (Levings et al.,
2002; Baecher-Allan et al., 2004; Shevach, 2009).

Outro fator importante € o tipo de estimulo fornecido na co-cultura de células Treg e
efetoras. Este estimulo tem forte influéncia no resultado final desta interacdo podendo levar a
diferencia¢do em células supressoras ou a prolifera¢do celular. Foi demonstrado ainda que o
aumento da forca de sinalizagdo do TCR durante doengas autoimunes pode mudar a interagao
da co-cultura de células Treg e T efetoras de um processo de supressdo para proliferagao.
Além disso, o tempo de andamento do estudo de supressdo in vitro mostra que as células T
respondedoras sdo inicialmente sensiveis a supressao, € que, de fato, elas se tornam resistentes
a supressao apos 40 ou 60 horas de estimulagdo (Baecher-Allan et al., 2004).

Os mesmos autores ainda notificam que at¢é mesmo o método utilizado para a
separacao das células T reguladoras pode interferir na atividade supressora dessas células.
Baecher-Allan (2004) reporta que diferengas no método de isolamento das células Treg, por
“beads” magnéticas ou ‘“‘sorting” por FACS, leva a diferengas no grau de pureza e
consequentemente pode resultar em variagdo na supressdo in Vitro ou variagdes mais
complexas nos mecanismos de agao aparentes. Os autores ainda sugerem que € possivel que
como resultado da inflamagdo cronica, as células Treg podem apresentar diminui¢do de sua
atividade supressora devido a exaustdo funcional. Baseado nestes dados e nos nossos
podemos inferir que as células T reguladoras obtidas do sangue periférico dos pacientes
portadores da doenca de Chagas podem estar atuando através de mecanismos independente de

CTLA-4 ou de citocinas reguladoras ou ainda podem estar sofrendo interferéncia de um dos
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fatores descritos acima. Acreditamos que estes fatos podem explicar os resultados obtidos
onde ndao conseguimos um resultado significativo ou simplesmente pelo fato de que estas
células exercem sua atividade supressora somente no local de inflamagdo, atuando
exclusivamente in Situ.

Nossos resultados ndo nos permitiram demonstrar a presenca de atividade funcional
significativa por células Treg de pacientes portadores da doenga de Chagas. Devido a este
fato, analisamos por um periodo maior de tempo a expressdo de Foxp3 por esses pacientes.
Considerando a restrita expressdo do fator de transcricdo Foxp3 nas células Treg e sua
importancia para a diferenciagcdo dessa linhagem celular analisamos a cinética de expressao de
Foxp3 por células TCD4'CD25"¢" de PBMC dos pacientes do grupo IND e CARD e
individuos NI. Interessantemente, estudos mostram que ndo apenas a completa falta de Foxp3
leva ao desenvolvimento da resposta autoimune fatal, mas a reducdo dos niveis desta
molécula podem também conduzir ao mesmo fenétipo (Campbell & Ziegler, 2007). Desta
forma, foi avaliado neste estudo a intensidade média de fluorescéncia (IMF) do Foxp3 com o
intuito de determinar melhor a estabilidade de expressdo desta molécula na superficie da
célula e sua dindmica, além de favorecer o melhor entendimento da participacdo de Foxp3 no
desenvolvimento de células Treg.

No presente estudo observamos que individuos NI e pacientes apresentando a forma
clinica IND matém a expressdo de Foxp3, principalmente apds estimulagdo antigénica,
enquanto que os pacientes do grupo CARD apresentam uma diminui¢cdo na IMF de Foxp3,
apos o 4° dia de cultura (Figura 10, 11). Ainda ndo esta bem estabelecido o papel de Foxp3
para o desenvolvimento de células Treg no Timo e também para a manutencao dessas células
na periferia. Entretanto, estudo recente relacionado a delecao condicional do alelo de Foxp3
em células Treg maduras periféricas demonstrou que alteracdes na proteina Foxp3 resulta em
perda da fung¢do supressora e de caracteristicas fenotipicas das células Treg. Além disso, essas
células passam a produzir IL-2 e citocinas proinflamatérias e desenvolvem potencial
patogénico (Williams & Rudensky, 2007). Assim, expressdao continua de Foxp3 ¢ necessaria
para manter ativado o estado de diferenciacdo dessas células (Zheng & Rudensky, 2007).
Desta forma, baseado nesses dados podemos sugerir que os pacientes do grupo CARD
expressam a molécula Foxp3, porém nio conseguem manter a expressao desta molécula na
superficie celular das células Treg, o que acarretaria em uma deficiéncia de diferenciagdo
destas células, ou provavel alteracdo no perfil regulador. Consequentemente, essa alteragao
levaria a progressao da patologia nestes pacientes.

Nas ultimas décadas, estudos vem apresentando evidéncias da correlagdo entre a

resposta imune e a eficacia do tratamento quimioterapico (Michailowsky et al., 1998; Urbina,
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1999; Coura & de Castro, 2002). Em modelos experimentais, ha indicios de que o
benzonidazol atua em sinergismo com a resposta imune, € que as citocinas IL-12 e IFN-y sao
capazes de amplificar o efeito do tratamento sobre cepas resistentes, potencializando a
fagocitose, a producdo de citocinas e de 6xido nitrico (Michailowsky et al., 1998), sugerindo
que a ativagdo do sistema imune aumenta a eficacia do tratamento com benzonidazol durante
a infecgdo por T. cruzi (Michailowsky et al., 1998; Urbina, 1999; Coura & de Castro, 2002).

Na doenca de Chagas humana, a andlise da resposta imune pré e poOs-tratamento ¢é
essencial tanto para entendermos os mecanismos de a¢do do benzonidazol quanto para o
desenvolvimento racional de novos agentes tripanocidas (Coura & De Castro, 2002; De
Castro 1993; Urbina, 1999). Varios estudos tém sido realizados para determinar o efeito do
tratamento com benzonidazol na evolugdo da doenga de Chagas (Ferreira, 1976; Coura et al.,
1978; Viotti et al., 1994; Andrade et al., 1996; Sosa Estani et al., 1998). No geral, os
resultados obtidos foram mais satisfatorios durante o tratamento na fase aguda e casos de
infeccdo recente (Coura & De Castro, 2002), onde se observou cura parasitologica em 70%
dos casos tratados com benzonidazol (Rassi, 2000). Sather-Avelar e colaboradores (2006)
demonstraram que o tratamento de criangas infectadas com benzonidazol leva a um aumento
dos niveis de células NK ativadas no sangue periférico. Além disso, estes autores sugerem
que esta forte ativacdo de células NK estd relacionada a um padrdo misto de citocinas
caracterizada pela sintese simultdnea de citocinas pro-inflamatorias ¢ moduladoras (IFN-y e
IL-4). Estes achados sugerem ainda que uma resposta nao polarizada do sistema imune pode
ser importante para o beneficio do tratamento etioldgico na doenga de Chagas (Sathler-Avelar
et al., 2006, 2008).

O papel do tratamento anti-parasitario durante a fase cronica da doenga de Chagas ¢
controverso, sendo os estudos do efeito do tratamento durante essa fase da doenga escassos no
Brasil (Silva et al., 1974, Cerisola et al., 1977). Coura & De Castro (2002) enfocam que o
tratamento na fase cronica tardia deve ser seletivo, com prioridade para os casos apresentando
a forma clinica indeterminada ou com menor patologia que podem ser monitorados por
longos periodos de tempo apos o tratamento.

Estudos mais recentes demonstraram o efeito benéfico do tratamento com
benzonidazol em camundongos cronicamente infectados com T. cruzi (Garcia et al., 2005).
Estes autores concluem que o tratamento etiologico na fase cronica previne o
desenvolvimento da cardiomiopatia grave. Além disso, varios estudos sugerem que o
tratamento etioldgico leva a testes sorologicos negativos e a prevencao de mudangas clinicas e

eletrocardiograficas associadas a progressdo da doenga de Chagas (Macedo & Silveira, 1987;

84



Miranda et al., 1994; Viotti et al., 1994, 2006; Fragata Filho et al., 1995, Fabbro et al., 2000,
Gallerano & Sosa, 2001).

Baseado nestes dados e acreditando que o tratamento possa ocasionar alteracdes na
resposta imunoldgica analisamos o efeito do benzonidazol sob as células reguladoras
(TCD4'CD25"") em pacientes pertencentes a4 forma clinica CARD da doenga. Nossos
resultados nos permitem dizer que pacientes do grupo CARD possuem aumento do percentual
de células Treg apos tratamento (Figura 12A-B), porém a expressdo de Foxp3 por essas
células ndao foi diferente em relagdo aos pacientes do grupo CARD sem tratamento e
individuos NI (Figura 12C-D). A andlise dos dados sugere que o tratamento altera o numero
de células reguladoras, porém a sua atividade funcional na circulacdo sanguinea parece nao
estar alterada. Isso ndo exclui o fato de que essas células possam ter capacidade migratoria e
exercer sua atividade funcional in situ contribuindo na prevencao do dano tecidual ou redugio
da carga parasitaria nos pacientes sintomaticos que foram tratados.

Nossos dados mostraram ainda uma diminuicdo no percentual de células
TCD4'CD25""CD45RO" nos pacientes CARD submetidos ao tratamento (Figura 13A-B),
sugerindo que as células Treg com fendtipo de memoria estdo diminuidas na circulagdo dos
pacientes tratados, provavelmente devido a migragdo dessas células especificas para os locais
de ativagdo. Observamos ainda um aumento no percentual de células TCD4'CD25""CTLA-
4" nos pacientes CARD tratados (Figura 13C-D), mostrando um provavel aumento de
moléculas necessarias a atividade supressora das células T reguladoras nestes pacientes.

Em relacdo ao perfil de citocinas produzidas por células Treg apds tratamento nos
pacientes do grupo CARD foi observada uma diminui¢do no percentual de células
TCD4'CD25""[L-10" em relagdo aos pacientes CARD nao tratados (Figura 14B), sugerindo
que apos o tratamento esses pacientes produzem niveis semelhantes aos individuos NI da
citocina IL-10 produzidas por células Treg. Através da andlise de grupos anteriores que
demonstram que ap6s o tratamento observa-se elevacdo da sintese de IFN-y e intensa
producao de IL-10, favorecendo um efeito benéfico do benzonidazol, podemos inferir que

provavelmente as células TCD4 CD25""

sofrem efeito do tratamento com benzonidazol,
porém sua atividade supressora e producdo de citocinas ndo altera a resposta imune na
circulagdo. Entretanto, essa analise ndo exclui a possibilidade de alteragdes das fungdes de
Treg sob o efeito do tratamento em outros locais de infec¢ao. De fato, o papel das células T
reguladoras durante o tratamento ainda ¢ desconhecido e sdo necessarios estudos adicionais

para melhor caracterizar a resposta imunologica apds tratamento.
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7 CONCLUSAO

Os resultados adquiridos com o desenvolvimento deste trabalho trouxeram um

melhor entendimento sobre o perfil fenotipico das (Treg), avaliada pelos marcadores de
superficie e moléculas intracelulares, bem como sua atividade funcional. Além disso, esse
trabalho originou, pela primeira vez na literatura, dados relacionados a atividade funcional das
células Treg no sangue periférico e a presenca dessas células no tecido cardiaco de pacientes
portadores da doenga de Chagas. E importante mencionar também a importancia dos dados
obtidos com o tratamento com benzonidazol, que poderd orientar futuros trabalhos
relacionados a atividade das células Treg frente ao tratamento quimioterapico.

Estes achados reforcam, portanto, a importancia das células Treg no desenvolvimento
das diferentes formas clinicas da doenca de Chagas, sugerindo que a resposta imune contra T.
cruzi pode ser regulada por varios mecanismos supressores do hospedeiro, entretanto os
mecanismos presentes nos pacientes CARD parecem nao ser suficientes para controlar a
doenga. Uma possibilidade para explicar tal fato pode ser o balango entre a resposta efetora e
mecanismos imunorreguladores (células Treg) em pacientes CARD ocorrer de maneira

diferenciada daquele observado nos pacientes que mantém a forma clinica IND.

86



8 ANEXOS

87



[Frontiers in Bioscience 12, 2797-2806, May 1, 2007]

Potential role of CD4 CD25CH regulatory T cells in morbidity in Chagas disease

Fernanda Fortes Al‘anjol‘ Juliana Assis Silva Gomes', Manoel Otavio Costa Rocha’, Sarah “‘illiams—BlaugeroJ. Vladimir
2
Martins Pinheiro® <, Maria Jose Ferreira Z\-Iomtol‘t Rodrigo Correa-Oliveira!

! Laboratorio de In:irr{ofogm Celular e Molecular, Centro de Pesquisas Rene Rachou-FIOCRUZ, Belo Horizonte 30190002,
Minas Gerais, Brazil, © Faculdade de Medicina, Programa de Pos-graduacao em Ciencias da Saude: Infectologia e Medicina
Tropical, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte 30130100, Minas Gerais, BJ'a:JF,3 Southwest Foundation for
Biomedical Research Department of Genetic, San Antonio, Texas 78245-0549, * Faculdade Sao Camilo, Belo Horizonte

30150100, Minas Gerais, Brazil
TABLE OF CONTENTS

1. Abstract
2. Introduction
3. Subjects, material and methods
3.1. Recruitment of Subjects
3.2. Antigens
3.3. Flow eytometric analysis of peripheral blood
3.4. Flow cytometric analysis of cells culture

3.3. FACS analysis of surface markers and intracellular cytokine

3. 6. Statistical analysis
4. Results

4.1. Human CD4 CD25"e" regulatory T cells are elevated in individuals with the indeterminate form of Chagas

disease

4.2, Peripheral blood CD47CD25™" cells [from Chagasic patients express different levels of surface molecules
4.3. Regulatory T cells from IND and CARD clinical forms of Chagas disease present different effector mechanism

. Discussion
Acknowledgments

3
6.
7. References

1. ABSTRACT

Several immunoregulatory mechanisms are
proposed to be effective both in human and experimental
Trypanosoma  cruzi  infection. However, the role of
CD47CD255% T cells in Chagas disease has not yet been
elucidated. These cells are crifical for the regulation of
immune response to infectious agents and in the control of
autoimmune diseases. In this study, the presence of
CD4 CD2ste regulatory T cells in the whole blood of
non-infected individuals (NI), and patients with the
indeterminate (IND) and cardiac form (CARD) of Chagas
disease was evaluated. To further characterize this
population of regulatory cells, the co-expression of CTLA-
4, CD62L, CD45R0O. CD45RA. HLA-DR., CD40L, CD&9,
CD54, IL-10R and the intracellular molecules FOXP3 and
IL-10 on the CD47CD25™® T lymphocytes was examined.
FOXP3 was expressed by the majority of CD4°C D23hieh
when compared with the other CD4™ T cells subsets in
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patients with Chagas disease. Patients with the IND form of
the disease had a higher frequency of circulating regulatory
CD4'CD25" T cells than patients with the CARD form.
Moreover, there was an increase in CD4 CD25"#FOXP3”
cells that were also [L-107 m the IND group whereas, in the
CARD group, there was an increase in the percentage of
CD4TCD25" FOXP3" cells that expressed CTLA4. These
data suggest that IL-10 produced by regulatory T cells is
effective in controlling disease development in patients with
the IND form. However. in individuals with the CARD form
of the disease, the same regulatory mechanism, mediated by
IL-10 and CTLA-4 expression is not sufficient to control the
progression  of the disease. The data suggest that
CD4'CD25HEFOXP3" regulatory T cells in patients with
Chagas disease might play a role in the immmume response
against T. cruzi infection although with distinet effects in
patients with the IND and CARD forms of disease.
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2, INTRODUCTION

The protozoan parasite, Trypanosoma cruzi, is the
ctiological agent of American trypanosomiasis or Chagas
disease. The disease is endemic throughout Latin America
where 18-20 million people are infected (1). The acute
phase of infection with T. eruzi is characterized by intense
parasitism and evident blood parasitemia and may result in
death. In swrvivors, the acute phase is followed by an
asymptomatic or indeterminate phase, during which there
are no clinical symptoms. The asymptomatic phase may
last anywhere between months to decades. About 30% of
those individuals who experience the indeterminate phase
of the disease go on to develop clinical symptoms of
Chagas disease (2).

The scarce parasitism during the chronic phase,
the prolonged latent period that precedes morbidity, and the
intriguing existence of different clinical forms suggest an
autoimmune basis for the pathology of chronic Chagas
disease. The demonstration of T. ¢ruzi or its antigens by
immunohistochemical techniques or of T. cruzi DNA by
polymerase chain reaction (PCR) in inflamed myocardial
tissues suggests that parasite antigens may be necessary to
trigger the inflammatory process (3,4.5). Several studies of
Chagas disease have demonstrated that immunoregulatory
mechanisms control the intense immune activity in the
chronic phase. These immunoregulatory mechanisms are
necessary to prevent a deleterious effect of the excessive
stimulation of immune system and fatality (6.7). In our
laboratory, we demonstrated that patients with the cardiac
(CARD) form of chronic Chagas disease develop a strong
immune response against the parasite, with high levels of
TFN-gamma and low levels of IL-10 (8,9) and this response
is associated with cardiac pathology. These data suggest
that an inerease in the secretion of IL-10 during the chronie
phase may be associated with protection of the host against

the severe pathology induced by type 1 immune response
(8.9).

Recently the role of CD4'CD25" regulatory T
cells has become the focus of increased study because of
the putative importance of these cells in maintaining self
tolerance and in defense against infections. It has been
suggested that these cells are important in perpetuating the
persistence of the infection and consequent long-term
resistance against re-infection (10,11,12,13). CD47CD25"
cells are naturally generated in the thymus and constitute 5-
10% of peripheral CD4™ T cells in naive animals and
humans (14). However, by itself the expression of CD25 is
not a definitive marker of natural regulatory T cells. CD25
is an activation marker for T cells and is therefore also
expressed by effectors Type 1 and Type 2 cells. For these
reasons, characterization of the CD4"CD25™ regulatory T
cells population with additional markers is crucial for
improved characterization of the cells. Among the
deseribed markers are CD38, CDG62L. and CTLA-4 or
intracellular expression of the transcriptional repressor
FOXP3 (forkhead box P3) (15,16).

The suppressive mechanisms of CD4°CD25™ T
regulatory cells are not yet clear. However, there is
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inereasing evidence that cell-cell contact is required to
trigger these suppressive mechanisms and that the
expression of CTLA-4 might be involved (17).
Furthermore, other studies have shown that IL-10 is an
important cytokine involved in the suppressive function of
regulatory T cells (18). Although there is no evidences for
the effector function of this cell population in human
Chagas disease, we have previously demonstrated that IL-
10 is significantly involved on the control of morbidity
during the chronic phase of the infection with T.eruzi (8).
Thus, it is possible that in human Chagas disease,
CD47CD25™ T cells may be an important population in the
control of morbidity development. In this study we present
the first evidence suggesting that in humans, control of
morbidity may be occurring via IL-10 induction/secretion.

3. PATIENTS, MATERIALS AND METHODS

3.1. Recruitment of Subjects

The initial cohort of study subjects was recruited 8
years ago from the Referral Outpatient Center for Chagas
Disease of the Hospital das Clinicas, Federal University of
Minas Gerais, Brazil. All study participants provided written
informed consent following the guidelines of the Ethics
Committee of the Federal University of Minas Gerais. The
study protocol complied with the regulations of the Brazilian
National Council on Research in Humans and was approved
by the Ethics Committee of the Federal University of Minas
Gerais under protocol COEP-ETIC 372/04. Individuals with
systemic arterial hypertension, diabetes mellitus, thyroid
dysfunction, renal insufficiency, chronic obstructive
pulmonary disease, hydroelectrolytic disorders, alcoholism,
previous clinical lhistory suggesting coronary artery
obstruction and rheumatic disease, or who were unable to
fulfill the study requirements for annual examinations were
excluded from the study. Individuals were considered
seropositive for T. eruzi infection if two or more standard tests
(indirect immunofluorescence, ELISA, indirect
haemagglutination) were positive. Study participants were
evaluationed annually for a range of clinical and
immunological parameters related to Chagas disease (8).

For this study, we investigated the immune
responses of 27 patients in the chronic phase of the
infection who had completed the protocol described
above. The patients infected with T. cruzi were
classified as being in the indeterminate phase of Chagas
disease (IND) or having the cardiac (CARD) form of the
disease as previously reported (19). Individuals in the
IND group (n=14) ranged in age from 30 to 67 years.
These individuals had no significant alterations in the
electrocardiography, chest =x-ray. echocardiogram,
esophagogram and barium enema. The CARD group
(n=13) ranged in age from 25 to 70 years, and presented
echocardiographic and/or clinical and radiological signs
of heart enlargement, with a final diastolic diameter of
the left ventricle of more than 55mm. The cardiac
patients that participated in this study were classified as
belonging to the group CARD V as previously reported
(19). Eleven normal healthy individuals, ranging in age
from 29 to 55 years, from an area that is not endemic for
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Chagas disease and who had negative serology for
Chagas disease, were included as a control group (NI).

3.2. Antigens

Epimastigote (EPI) antigens were prepared by
using the CL strain of T. cruzi. EPI were washed three
times in cold phosphate-buffered saline (PBS), disrupted by
repeated freezing at -70°C and thawing, and homogenized
at 4 to 6°C in a Potter-Elvejem centrifuge at 20,000 rpm
five times for 60 seconds, with 30 seconds intervals at 4°C.
The suspension was subsequently centrifuged at 40,000 x g
for 60 minutes on ice. The clear supernatant was dialyzed
for 24 hours at4°C against PBS, filter sterilized on 0.2-um-
pore-size membranes, assayed for protein concentration,
aliquoted, and stored at -20°C until use.

3.3. Flow cytometric analysis of peripheral blood

Whole blood was collected in Vacutainer tubes
containing EDTA (Becton Dickinson) and 100ul samples
were mixed in tubes with 2ul of undiluted monoclonal
antibodies conjugated with fluorescein
isothiocyanate(FITC), phycoerythrin(PE), or
allophycocyanin(APC) for the following cell surface
markers: CD4(SK3). CD25(MA251), HLA-DR(G466),
CD45RA(HI100), CD45RO(UCHL-1).CD62L(DREGS6),
CD40L(TRAP1), CDS54(HAS8), CDG9(FN50), IL-
10R(3F9), CDI152[CTLA-4 (BNI3)]. The tubes were
incubated in the dark for 30 minutes at room temperature.
Following incubation, erythrocytes were lysed using 2ml of
fluorescence-activated cell sorter (FACS) Lysing Solution.
After incubation, the cells were washed twice with 2ml of
phosphate-buffered saline containing 0.01% sodium azide.
The cells were then fixed in formaldehyde (4%) and
permeabilized in saponin buffer (0.5%) (Sigma) for 15
minutes. Finally, the cells were incubated with monoclonal
antibody reactive to FOXP3(PCH101). After incubation the
cells were fixed in 200ul of FACS fix solution (10g/1
paraformaldehyde, 1% sodium-cacodylate, 6.65g/1 sodium
chloride, 0.01% sodium azide). Phenotypic analyses were
performed by flow cytometry with a Becton Dickinson
FACScalibur flow cytometer, collecting data on 5 x 10*
lymphocytes (gate by forward and side scatter properties)
and analyzed using CellQuest software (BD Biosciences).

3.4. Flow cytometric analysis of cells culture
Whole blood was stimulated with either medium
alone (RPMI 1640 supplemented with 1.6% L-glutamine,
% antibiotic-antimycotic, 5% of AB Rh-positive heat-
inactivated normal human serum) or EPI (25 pg/ml) for 22
hours at 37°C and 5% CO,. During the last 4 hours of
culture, Brefeldin A (SIGMA, St Louis, MO, USA)
(10pg/ml) was added to the cultures (20). Cultured cells were
washed twice in PBS containing 1% bovine serum albumin
and stained with monoclonal antibodies specific for several
cell-surface markers conjugated with FITC or PE or APC
(same described above). The cells were then fixed in
formaldehyde (4%) and permeabilized in saponin buffer
(0.5%) (Sigma) for 15 minutes. Finally, the cells were
incubated with monoclonal antibodies reactive to IL-
10(JES3-9D7). IL-2(MQI-17H12), IFN- gamma(B27),
TNF-alpha(Mabl1) and FOXP3(PCH101). Phenotypic
analyses were performed by flow cytometry with a Becton
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Dickinson FACScalibur flow cytometer, and data on 5 x
10* lymphocytes collected (gate by forward and side scatter
properties) and analyzed using CellQuest software (BD
Biosciences).

3.5. FACS analysis of surface markers and intracellular
cytokine

Lymphocytes were analyzed for their intracellular
cytokine expression patterns and frequencies as well as for
cell surface markers using Cell Quest software. The
frequency of cells was analyzed in four gates for each
staining: gate 1 (R1), lymphocyte gate (Figure 1A): gate 2
(Rl and R2), T CD4 CD25be: lymphocytes gate: gate 3
(R1 and R3), T CD4°CD25"" gate, and gate 4 (R1 and
R4), T CD4°CD25 gate (Figure 1B). Limits for the
quadrant markers were always set based on negative
populations and isotype controls. This approach allowed us
to determine the frequency of populations in sub regions of
mononuclear cells, taking advantage of the known position
of T CD4"CD25%# lymphocytes based on their size and
granularity profiles. The analyzed regulatory population
presented strong positivity for CD25 cell marker. Moreover,
this analytical approach allowed wus to obtain a
homogeneous and well-defined population. The following
step was to build histograms used to quantify the
percentage of the following markers: CD45RA, CD45RO,
CD62L, CD40L, CD69, HLA-DR, CD54, CD152, IL10R,
intracellular cytokines and FOXP3 on CD4 CD25Me
CD4°CD25°" ¢ CD4'CD25 T cells subpopulations
(Figure 1C).

3.6. Statistical analysis

Analyses were performed using GraphPad Prism
version 3.0 software. The following nonparametric tests
were performed: 1) Mann-Whitney test to compare two
groups (NI x IND or NI x CARD or IND x CARD), 2)
Kruskal-Wallis test to compare the three groups (NI x IND
x CARD), and 3) Wilcoxon test to compare cultures
stimulated and non stimulated. Differences were considersd
significant when a P value of less than 0.05 was obtained.
The statistical analyses were performed using the median
values of each group.

4. RESULTS

4.1. Human CD4'CD25"t regulatory T cells are
elevated in individuals with the indeterminate form of
Chagas disease

It has been demonstrated that within the
CD4"CD25" T cells, both sub-populations expressing either
low or high levels of CD25 exhibit regulatory functions in
mice. However. in humans only CD4" T cells expressing high
levels of CD25 exhibit similar strong regulatory function (21).
We utilized peripheral blood samples from patients with
Chagas disease to determine whether CD4"CD25™ cell sub-
populations are correlated with the clinical forms of the
disease. We evaluated the expression of this marker both
before and after in vitro stimulation with parasite antigens. In
Figure 2 we show the percentage of CD4+CD25high,
CD4+CD25low and CD4+CD25- cells in the peripheral
blood of patients with the different clinicalforms of the
disease as well as i non-infected controls.

90



Immunoregulation in Chagas disease

o
g
§.
2 & i
] 2 ] O
[=]
a-
% 1000 B 104
A
8
2%
ca
o w | |
Q e | |
w
C
< e
10° 10" 10° 10 10
CD45R

Figure 1. Identification of peripheral lymphocytes population in diagram of FSC x SSC (A). Dot plot of FL-3 x FL-4, displaying
the frequency of CD4'CD25" cells, after stimulation with EPL The CD4'CD25%#(R2), CD4'CD25°™(R3) and
CD4™CD25"#"(R4) populations were sorted using the indicated sorting gates (B). The histograms represent the expression of

CD45RO in CD4 CD25% T cells (C).

Our results show that CD4"CD25"& T cells comprise 1-
5% of the total CD4" T cell population in all individuals
studied. After in vitre antigenic stimulation, we observed
that patients with IND form of the disease had significantly
higher percentages of CD4"CD25™8 (p less than 0.05)
when compared with non-infected individuals(NI) (Figure
2). No statistically significant differences were observed in
CD4°CD25™ or CD47CD25 T cells between the groups
studied (Figure 2).

Figure 3 shows the expression of FOXP3, a
transcriptional repressor associated with the function of
regulatory T cells, in blood from patients with the IND
and CARD forms of Chagas disease and the NI group
before and after in vitro stimulation with T. cruzi
antigens. Flow cytometric analysis showed that FOXP3
was expressed by the majority of CD4"CD25M" T cells
from the IND, CARD and NI groups when compared
with the percentages of expression by CD4 CD25"°" and
CD47CD25 T cells.

4.2. Peripheral blood CD4'CD25"2! cells from Chagasic
patients express different levels of surface molecules

CD4°CD25 Mblewaegatie) T oofls from Chagasic
patients were evaluated for expression of different cell
surface markers in order to fully characterize this
regulatory population in these patients. The different levels
of expression of cell surface markers on T CD4"CD2she |
T CD4°CD25°" | T CD4'CD25 subsets are shown in
Table 1.
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Some human T cells express CD45RA surface
markers characterizing them as naive, whereas memory
T cells express the CD45RO isoform. Our results show
that the CD47CD25 T cells from Chagasic patients
and mnon-infected individuals express low levels of
CD45RA  when compared to CD4°CD25°% or
CD47CD25 subsets (Table 1). In contrast, CD45RO was
expressed  at  significantly  higher levels by
CD4CD25™# T cells than the CD4°CD25®" or
CD47CD25 subsets. This higher expression of CD45RO
on CD4°CD25%#" regulatory cells was previously
observed in healthy individuals (21).

We also observed that the expression of
activation markers (HLA-DR, CD40L and CD69), the L-
selectin CD62L, IL-10R, and the adhesion molecule
(CD54/ICAM-1) on CD4CD25%" T cells surface was
increased when compared with CD4°CD25"" T cells
and CD47CD25 T cells in all groups studied (Table 1).
After stimulation with T. eruzi antigens we observed a
decreased in the percentage of CD4 CD25%" T cells in
Chagasic patients expressing CD62L and IL-10R.
However, the levels of HLA-DR, CD40L, CD54 and
CD69 were higher on the surface of these cells in
Chagasic patients when compared with non-infected
individuals  (Table 1). Our results show that
CD4°CD25™ regulatory T cells of Chagasic patients
express a number of cell surface markers that are
associated with activation, migration, and antigen
presentation.
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Figure 2. Percentages of CD4'CD255 or CD4"CD25"™ or CD4"CD25™#%™® T cells, evaluated by flow cytometry as described in
Material and Methods. A) Representative ex vivo context. B) After stimulation with T. cruzi antigens (EPI). The differences between
the groups are considered significant at p less than 0.05 and are represented by letters: a = different when compared to NI group
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4.3. Regulatory T cells from IND and CARD clinical forms of Chagas disease present different effector mechanism

The suppressive mechanisms by which CD4°CD25” T regulatory cells act are not yet clear. Some studies suggest that
the immune suppressive activity is due to the secretion of cytokines (14). However, other investigators have suggested that
suppression is due to cell-to-cell contact via CTLA-4 (21). In Figure 4, we show the expression of CTLA-4(CD152) and
IL-10 on CD47CD25 Wighlownegatve) T ooli¢ from Chagasic patients after in vitro stimulation with T. cruzi antigens. Our
results revealed ahigher expression of IL-10 by CD4"CD25%# T cells in Chagasic patients, mainly in the IND group, when
compared to the NI group (Figure 4). We also observed a higher frequency of CD4 CD25Y8CTLA-4" T cells in the CARD
group when compared with NI group (Figure 4). There was no statistically significant difference in intracellular expression
of IL-2, TNF-alpha and IFN-gamma in CD4 CD25biEVewnegative) T oo])¢ hetween Chagasic patients and NI individuals
(data not shown).
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Table 1. Phenotypic analyses of CD4"CD25%8:, CD47CD25"" and CDA"CD25™# 9% T cells subsets

Cell marker Ex vivo/In vitro CD25mE CD25"
CD45RA Ex vivo
NI 507+1.62 17.71£333 3555+£403
IND 757101 2147£380 35414407
CARD 656+2.15 13,6622 2035+370
In vitre
1 5254207 15.50£2.63 2840 £400
IND 510£1.26 . | 31.60 +3.68
CARD 474£1.06 14162352 257+350
CD43R0 Ex vivo
NI 00.77 +2.08 77.50+3.00 5520+1338
IND 9037 +£230 80.05£433 6056 £4.75
CARD 0234+183 8295201 6058 £3.75
In vitre
NI 80.88 =245 76.52+3.11 5007 +3.87
IND 88.01247 73.55£5.10 57.06£5.70
CARD 00.04 + 1.67 80.36 £231 62.05 £4.08
HLA-DR Ex vive
NI 14.141.80 3.04£055 307+129
IND 1405144 411£1.15 4524155
CARD 16.82 £3.57 6.03£2.37 434121
In vitre
1 1177133 228034 1.68 £0.34
IND 1444 £207 4.65£0.96 208+1.01
CARD 15812296 6.00£1.32 436+1.20
CD62L Ex vivo
NI 0124187 81.58+2.17 83.03£1.05
IND 0233134 7035+£246 73.80£4.28
CARD 0183202 7785212 72.00 £3.08
In vitro
NI 0330+ 154 85.70 £ 1.62 86.87 £ 1.66
IND 76332416} 81.67+207 7002 +3.44
CARD 7092302} 84.60£1.71 78.07£2.36°
CD40L Exvive
NI 3022152 1472035 088+0.18
IND 517228 153041 0982+0.15
CARD 412£158 2.18£0.59 1.03£0.12
In vitre
NI 512124 444094 3.06+0.71
IND 123422171 563£1.00 270054
CARD 11.08 £1.83° 6.11£1.25 255+ 0.60
CD34 Ex vive
NI 3502370 2343 £500 1271£3.10
IND 4762£542 38.10£5.33 3005+468"
CARD 4074+713 4041+517 2837+327}
In vitro
NI 34342343 2358582 1522 £4.60
IND 767643501 47722545 330446131
CARD 73132686 47.42+584 3052+431"
CD6o Ex vivo
NI 0522013 0412007 023+0.03
IND 086019 044£0.08 037007
CARD 088040 094041 046+0.13
In vitre
1 147038 054£0.15 022+0.03
IND 3696=3503! 16.03 200" 6401101
CARD 26622446! 1313 417" 36120571
IL-10R Ex vivo
NI 0350+ 1.66 7267424 4048 +420
IND 0118200 68.45 401 3473£3.08
CARD 0376179 7488417 5228+304
In vitre
NI 2069245 060£1.28 648+ 1.10
IND 1346=280" 10.73 251 543+148
CARD 119022021 0.16£2.46 433070

Values of human surface markers are expressed as % medium for each group. Ex vive = before stimulation and In vitre = after
stimulation. 'Significantly different from NI (p less than 0.05).

5. DISCUSSION

The immunological mechanisms involved in the
control of T. cruzi replication and in the development of

2802

cardiac pathologies in Chagas disease are not well
understood. Recent studies have determined that regulatory
T cells are contained within the CD4™ T cell subset which

control excessive or

misdirected

Tesponses.

Regulatory T cells represent approximately 10% of
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Figure 4. Percentage of CD47CD25%, CD4"CD25"" and CD4"CD25™# ™ T cells, evaluated by flow cytometry after a short in
vitro stimulation with T.cruzi antigen (EPI) as described in Material and Methods. A) CTLA-4 expression. B) Intracellular
cytokine IL-10 expression. The difference between a given group and the NI group is considered significant at p less than 0.05
and is indicated by the letter a placed on the graph above the group in question.

peripheral CD4" cells in humans. These cells which express
high levels of the cell-surface marker CD25 develop in the
thymus and later enter peripheral tissues where they
suppress the activation of other cells (13,22,23). Although
the role of regulatory T cells has been assessed for a
number of human diseases, little is known about their role
in Chagas disease. Here, we show that there is an increase
in the frequency of CD4"CD25% T cells in the peripheral
blood of patients with the IND.form of the disease,
suggesting that these cells could be mvolved in the control
of morbidity in Chagas disease.

We also show that a higher percentage of
CD4™CD25" T cell population from patients with the IND
form of the disease express FOXP3 and IL-10 when
compared to the other groups of individuals evaluated
(Figure 3 and 4). As previously described by Gomes er al.,
2003, IL-10 has a key role in regulating type 1
inflammatory response to infection and in the control of
parasite replication in the heart and other host tissues
during the chronic phase of the disease. This
immunoregulatory cytokine has also been suggested to be
involved in the mechanisms by which regulatory T cells
exert their suppressive activity in vivo (24). The ability of
regulatory T cells to mnhibit Type 1 responses, especially
IFN-gamma production, further support our previous
results showing that PBMC from patients with the IND
form of the disease produce low levels of IFN-gamma (8).
This suggests that regulatory T cells may be involved in the
regulation of the excessive Type 1 immune response
observed in patients with the CARD form of the disease.
Based on our results, and those previously published. it is
possible that the regulatory role of IL-10 is due to an
inerease in the number of regulatory T cells.
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Among the most important markers of regulatory
T cells is the forkhead transeription factor FOXP3 (25).
This marker plays a key role in regulatory T cell function
and is a specific marker for these cells (26,27). Previously
published studies have consistently reported that FOXP3 is
predominantly expressed by both human and murine
CD47CD25" T regulatory cells. We analyzed FOXP3
protein expression in peripheral blood before and after
stimulation with T. cruzi antigens. Our data confirm that
the majority of FOXP3 cells are indeed CD4CD25Me,
Although CD4°CD25 ™ have higher expression of
FOXP3, low expression of this protein was also observed in
CD47CD25"" and CD47CD25" T cells. Similar results have
been found for other infections (16,28.29). Whether low
FOXP3 expression can modulate/suppress T cell and/or
antigen-presenting cell activation or can convert non-
regulatory CD4™ T cells into regulatory T cells is still not
clear, and future studies are required to answer these
questions. We also observed that, besides expression of
FOXP3, the CD4"CD25" cell population in Chagasic
patients also expresses several other cell-surface markers
that included CD45RO and CTLA-4 (Table 1, Figure 2 and
3), further supporting the role of CD4"CD25" T cells as
regulatory T cells.

Although CD4°CD25" regulatory T cells are
selected by high affinity interactions with self-peptide in
the thymus, it is now apparent that these cells respond to
numerous environmental stimuli in the periphery (30).
Currently, the antigenic specificity of CD4 CD25°
regulatory T cells remains unknown. However, there is
evidence that they can mount a recall response to foreign
antigens (30.31). It has been shown that CD4'CD25" T
cells isolated from the skin of Leishmania major-infected
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mice suppressed IFN-gamuna production by L. major
reactive CD4"CD25" effectors cells in the presence of L.
major infected dendritic cells but not in uninfected animals
(12). In the present study we observed that the percentage
of CD4"CD25™#FOXP3" regulatory T cells, after in vino
stimulation with specific 7. eruzi antigens, was higher in
Chagasic patients. More importantly we show that this
marker increase occurred mainly in cells from patients with
the IND form of the disease also suggesting a role for
CD4CD25M#FOXP3" regulatory T cells in the control of
pathology in T. eruzi infected individuals (Figure 2). To
demonstrate the specificity of this, response cells from the
same individuals were stimulated with unrelated antigens
from Schistosoma mansoni or L. major, and the preliminary
data show that the percentage of CD4°CD25% regulatory
T cells was lower (data not shown). Although these results
support previous suggestions that regulatory T cells have a
large repertoire capable of recognizing both self and
foreign peptides, one cannot rule out the possibility that
they react to heart specific antigens whose expression is
regulated/elicited by infection with the T. cruzi.

It has been demonstrated that human T cells
from patients with indeterminate and cardiac forms of
Chagas disease present an increased expression of class II
MHC molecules in the peripheral blood (32).We have
shown that CD4°CD25™2 T cells from Chagasic and NI
individuals express HLA-DR. It has also been
demonstrated  that MHC-II  expression on human
CD47CD25M T cells identifies a functionally distinct
population of T regulatory cells that induces early contact-
dependent suppression associated with high FOXP3
expression (21).

The expression of CTLA-4 occurs in regulatory T
cells (17,34,35) and it may be functionally important.
Indeed, anti-CLTA-4 treatment abrogates the ability of
regulatory T cells to inhibit colitis (17,34) and also induces
the development of gastritis in normal mice (35). In our
study we observed a high percentage of CD4™CD25% T
cells from patients with the CARD form of the disease
expressing CTLA-4 (Figure 4A). Our results suggest that
Type 1 immune response is the main immune mechanism
involved in the genesis and/or maintenance of heart
pathology in Chagas disease (8,9). Therefore, it is possible
that the elevated expression of CTLA-4 may be the
mechanism by which inhibition of IL-10 secretion by
macrophages occurs, leading to development of severe
heart disease.

In conclusion, CD47CD25™ requlatory T cells
from the IND patients seem to reduce the severity of type 1
responses to T. cruzi infection. Thus, regulatory T cells,
may be beneficial to patients with the IND form of the
disease through expression of IL10 and maintenance of a
balance among efficient effectors that kill the parasites.
However, CD4"CD25"& regulatory T cells from patients
with the CARD form of the disease could contribute to the
development of severe heart pathology through CTLA-4
and suppression of anti-pathogen protective immune
responses. Therefore, the differences in host-parasite
interaction may be influenced by the ratio of regulatory to
effector T cells.
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The results presented in this paper provide the
first evidence that 7. cruzi infection induces the presence of
regulatory T cells. This finding raises several important
questions such as how do regulatory mechanisms by
CD4™CD25%# abrogate the development of heart damage
in some patients and allow the development of pathology in
others. Functional studies to characterize this population
are being conducted and may provide a Dbetter
understanding of the immunological complexities that
control the course of indeterminate clinical form of Chagas
disease and determine whether a patient will remain at the
indeterminate stage of the disease or progress to the cardiac
and/or digestive forms of the disease.
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Patients with Chagas's disease in the chronic phase regularly present with the chagasic megacolon. This form
is characterized by inflammation, neuronal destruction, and organ dilatation. Chagasic patients with mega-
colon always present with inflammatory process near the enteric plexuses of the colon, as previously
demonstrated. The aim of this study is to characterize the presence and distribution of Foxp3* cells in the
muscle layers and neuronal plexuses area of the colon from chagasic patients with and without megacolon.
Our results demonstrated that chagasic patients without megacolon presented with an increased concentra-
tion of Foxp3* cells in all colon layers compared with chagasic patients with megacolon and neninfected
individuals. These cells were situated mainly near the blood vessels and rarely were associated with the
inflammatory foci. We believe that the presence of Foxp3+ cells may help to control the inflammatory process
through the management of lymphocyte migration and, consequently, prevent neuronal destruction and
chagasic megacolon development.
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reserved.

Chagas's disease, or American trypanosomiasis, caused by
Trypanosoma cruzi, is one of the most important endemic diseases
in Brazil and Latin America, with more than 11 million infected
individuals onthe South American continent and 120 million at risk
of acquiring the disease [1]. This infection has a variable clinical
course, with mostindividuals with the indeterminate form remain-
ing free of alterations. However, other patients may progress to the
severe chronic form, with involvement of the heart or digestive
tract (mainly the megaesophagus and megacolon). Megacolon is
the second most frequent and important digestive manifestation
and might be present alone or in association with dilatations of
other parts of the digestive tract. This form of Chagas's disease
preferentially affects the sigmoid colon and can extend as far as the
rectum in 80% of cases [2].

* Correspending author.
E-mail address: alec@ichim.ufu.br (A.B.M. da Silveira).

The inflammatory processes found in the muscle layers and
neuronal plexuses of the colon are associated with a substantial
reduction in the number of neurons [3]. This loss of neurons has
been thought to underlie the clinical findings in megasyndromes.
Although neuronal ganglionitis and myositis have been described
in the colon of chagasic patients, the phenotypes of inflammatory
cells associated with the lesions have not been extensively studied
[4,5]. Evidence for active T-cell-mediated regulatory mechanisms
was found inthe 1970s with the discovery of “suppressorT cells,” o
T regulatory cells (Treg) [6,7]. The best used Treg marker is a
transcription factor called Foxp3. In 2003, three independent
groups reported that Foxp3 is highly expressed in the CD4* CD25*
T-cell subset. Further analyses have confirmed Foxp3 as a key gene
for Treg generation and maintenance [8,9]. Moreover, previous
studies of Chagas's disease demonstrated that chagasic patients
with indeterminate form presented a high concentration of CD4*
CD25+HiEh T_cell subset compared with that of chagasic patients
with the severe form of cardiopathy [10].

0198-8859/09/432.00 - see front matter © 2009 American Society for Histocompatibility and Immunogenetics. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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For that reason, the objective of this study was to use the
peroxidase immunohistochemistry technique to characterize
the presence and distribution of Foxp3* cells in colon layers
from chagasic patients with and without chagasic megacolon
and noninfected individuals. Samples of full-thickness colon
wall tissue were obtained from 12 chagasic patients with mega-
colon, 12 chagasic patients without megacolon, and 14 control
individuals submitted for necropsy or surgical procedures at the
Universidade Federal de Goias (Goidnia, Minas Gerais, Brazil).
Patients’ details are described in Table 1. All chagasic patients
have been followed for many years because of Chagas's disease
infection and they were selected for this study because they
developed only the megacolon form of the disease. Reasons for
tissue resection included colon complications caused by Cha-
ras's disease, whereas noninfected individuals had adenocarci-
noma or diverticular disease as the main reasons. All surgical
specimens were collected from the same topographic region of
the colon (rectum and sigmoid) and the patients were submitted
tolow anterior resection or Duhamel procedure. Patients did not
receive any parasite-specific treatment. Informed consent was
obtained from the patient or family members prior to tissue
procurement and this work was approved by the UFMG Research

Table 1
Patient and tissue characteristics

Patients Age/Gender Inflammatory process
intensity
Non infected individuals
Code 1 62/M 0
Code 3 55/M 0
Code 5 71F 0
Code 6 56/F 0
Code 8 52/M 0
Code 10 48/F 0
Code 13 66/F 0
Code 17 62(F 0
Code 19 57/M 0
Code 20 59/M 0
Code 22 62/M 0
Code 29 68/F 0
Code 31 67/F 0
Code 32 66/M 0
Chagasic patients without megacolon
Code @ 54(F 1
Code 11 67/M 1
Code 12 65(F 1
Code 15 66/F 2
Code 21 69(F 1
Code 25 71/M 2
Code 27 63(F 1
Code 30 74/M 1
Code 33 72/M 2
Code 36 64(F 2
Code 37 60/M 1
Code 38 59/F 1
Chagasic patients with megacolon
Code 2 65/M 3
Code 4 62/M 3
Code 7 52(F 3
Code 14 62/M 3
Code 16 Sa/M 3
Code 18 48(F 3
Code 23 61/F 3
Code 24 75(F 3
Code 26 52/M 3
Code 28 S3/M 3
Code 34 59/F 3
Code 35 63/M 3

The patients were coded randemly before the tissue study and the results were analyzed
in a double-blinded manner. The degree of inflammatory process was graded using the
followed scale: no inflammation = 0, sparse inflammatory foel = 1, moderate inflamma-
tion = 2, intense inflammation = 3.

Ethics Committee (ETIC No. 127/03). Tissue samples were col-
lected from the rectosigmoid region, fixed in 4% neutral buffered
formaldehyde solution, and embedded in paraffin blocks. Paraf-
fin sections were performed and deparaffinized using xylene and
rehydrated through graded alcohols. The hematoxylin and eosin
(H&E) coloration technique was applied in each case for the
evaluation of inflammatory processes. The inflammation degree
was measured according to the followed scale: no inflammation
= 0, sparse inflammatory foci = 1, moderate inflammation = 2,
intense inflammation = 3. Endogenous peroxidase was inhibited
and the slides were then incubated with 2% normal swine serum
(Sigma, San Diego, CA) in phosphate-buffered saline for 30 min-
utes and subsequently with anti-human Foxp3 (eBioscience,
code 14-4776, Los Angeles, CA). Subsequently, the tissue sec-
tions were incubated with peroxidase-conjugated rabbit anti-
mouse antibodies (Dako, Los Angeles, CA) for 45 minutes, and
peroxidase activity was detected by incubation with 3,3'-diami-
nobenzidine (Sigma) and hydrogen peroxide for 10 minutes.
Slides were counterstained with Gill's hematoxylin (Sigma), de-
hydrated in graded alcohols, and mounted in synthetic mounting
medium. Negative control slides without primary antibody were
examined for each case. The enumeration of Foxp3* cells was
carried out in the muscle layers and in the submucosal and
myenteric plexuses by counting 20 randomly selected fields per
studied layer {total area 1066 nm?) on a single slide per patient.
All sections used in this study were randomly chosen. In the
beginning of the study, all patients were coded and the analyses
were performed in adouble-blinded manner; the readers did not
know whether the slide came from a noninfected or a megacolon
patient. Only at the end of the analyses were the patients put
together. Pictures were prepared using CorelDraw 13 (Mi-
crosoft) and statistical analysis among the different groups was
performed using one-way analysis of variance. Differences were
considered statistically significant at p < 0.05.

By H&E histology, it was observed that whereas noninfected
individuals did not present with inflammatory processes (Figure
1A), chagasic patients without megacolon presented with light
inflammatory foci (Figure 1B) and chagasic patients with megaco-
lon presented with intense inflammatory foci in several sites (Fig-
ure 1C). Noninfected individuals did not present with any sign of
inflammation. The inflammatory process was concentrated mainly
near the neuronal ganglia, as previously reported [3]. Statistical
analyses of the presence of Foxp3™ T cells demonstrated that cha-
gasic patients without megacolon displayed a significantly in-
creased concentration of Foxp3™ cells (Table 2) compared with the
chagasic patients with megacolon (Figures 1E and F) and nonin-
fected individuals (Figure 1D). It is interesting to note that
Foxp3™* cells were located mainly near blood vessels (Figure 1E),
whereas these same cells were not reported in inflammatory foci
(Figure 1F).

Foxp3 is a master regulator of immune homeostasis expressed
specifically in CD4™ CD25" T-regulatory cells, controlling their
growth, development, and function. and Foxp3 cells are generally
accepted as expressed in both mouse and human CD4+ CD25"
regulatory T cells [8]. Foxp3™ cells play an important role in intes-
tinal homeostasis. Strikingly, previous studies demonstrated that
these cells can also be involved in the cure of established colitis,
which is associated with their proliferation in the intestine [11].
However, several factors have been identified as critical for Foxp3+
cell functions, including interleukin (IL)-10, IL-2, transforming
growth factor-g, and cytotoxic T-lymphocyte antigen-4. A micro-
environment is necessary for these cells act as regulatory T cells
[12,13]. One of the main causes of megacolon development is the
denervation caused by inflammatory processes. Our results indi-
cate that the presence of Foxp3 cells has a direct relation with a

99



A.BM. da Silveira et al. / Human Immunology 70 (2009) 65-67 67

Figure 1. H&E coloration and immunochistochemistry of Foxp3+ cells in the colons of chagasic patients and noninfected individuals. H&E staining demonstrated the absence
of inflammatory processes in noninfected individuals (A), a mild inflammatory processin chagasic patients without chagasic megacolon (B}, and an intense process in patients
with chagasic megacolon (C). Foxp3 immunohistochemistry demonstrated that noninfected individuals present with a low presence of Foxp3 ™' cells (D), whereas chagasic
patients without megacolon demonstrate a high concentration of these cells near the blood vessels (E). Lymphocytes were almost nonexistent in chagasic patients with

megacolon and they were not found in the inflammatory foci (F).

moderate inflammatory process in chagasic patients. Knowing that
Foxp3 cells are involved with inflammation control and that cha-
gasic patients without megacolon present with an increased con-
centration of these cells, we can suggest that these cells may rep-
resent a mechanism used in chagasic patients to prevent
exacerbation of the inflammation and consequently avoid megaco-
lon development. For this reason, chagasic patients who present
with a large number of Foxp3™ cells remain at a low inflammatory
grade, which may represent a fortification against megacolon de-
velopment in this group. We believe that a new field of researchon
Chagas's disease has been opened. The next step in immunological
research on chagasic megacolon will be to compare the presence of
these cells in the affected tissue and in the peripheral blood of the
same patients, Characterization of IL-10, [L-2, transforming growth
factor-g, and cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 may help to eluci-
date the participation of Foxp3* cells in the establishment of cha-
gasic megacolon. In the future, these data may provide a basis for
new treatments in Chagas's disease.

Table 2
Mean number of Foxp3 cells in the colons of chagasic patients with and without
megacolon and neninfected individuals

Mean number of Foxp3 cells in the colon of chagasic patients with and without
megacolon and non infected individuals

Patients Mean number of Foxp3+ cells
Non infected individuals 15+3
Chagasic patients without megacolon 923 + 7
Chagasic patients with megacolon 193

25tatistically significant difference between this group and noninfected individuals;
bStatistically significant difference between this group and chagasic patients with
megacolon. All statistical analyzes were performed with using one-way analysis of
variance (p < 0.05).
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Expression of caspase-3 in enteric cells is related to
development of chagasic megacolon

Chagas disease is endemic in many regions of Brazil as in
most countries of Latin America. The World Health
Organization estimates that there are 11 million infected
people in Latin America and 2 to 3 million patients with
chronic complications of the disease. Microscopically, a
common observation in chagasic megacolon is the neuronal
loss in both plexuses [1]. We believe that the denervation
observed in chagasic megacolon can be caused by both
parasite injury and by apoptosis.

Apoptosis is a form of programmed cell death and
involves a series of biochemical events leading to character-
istic cell morphology and death. The process of apoptosis is
controlled by a diverse range of cell signals, which may
originate in either extracellular or intracellular areas. The
apoptosis cascade is always initiated by activation of
caspase-3. This protein is activated in apoptotic conditions
and executes the apoptosis process [2]. In the digestive form
of Chagas disease, as in the immune system, the parasite has
a role in neuronal death [3]. Our hypothesis is that the
apoptosis mechanisms may be involved in the development
of chagasic megacolon.

To evaluate this, our group used a peroxidase immuno-
histochemistry technique to analyze caspase-3 expression in
colon samples from full-thickness colon wall tissue obtained
from 12 chagasic patients with megacolon, 12 chagasic
patients without megacolon, and 14 control individuals
submitted to necropsy or surgical procedures at Universidade
Federal de Goias (Goiania, Minas Gerais, Brazil). Patients
did not receive any parasite-specific treatment. Informed
consent was obtained from the patient or family members
prior to tissue procurement, and this work was approved by
the UFMG Research Ethics Committee (ETIC no 127/03).
Tissue samples were prepared according to the methods
described in da Silveira et al 2008 [4]. To localize the
apoptotic cells, the antihuman caspase-3 (IMGENEX, Cod.
IMG-144A, San Diego, CA) was used. The immunohisto-
chemistry protocol and the data analysis methods were
performed according to the methods described in da Silveira
et al 2008 [4]. The hematoxylin-eosin staining technique was
applied in each case to evaluate the inflammatory process.

0046-8177/% — see front matter © 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.
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The study of hematoxylin-eosin histological sections
revealed that the inflammalory process is intense in
chagasic patients with megacolon, light in chagasic
patients without megacolon, and absent in noninfected
individuals, as reported earlier [5]. Nevertheless, the
immunohistochemistry results revealed that the number of
apoptotic neurons and muscle cells was statistically greater
in chagasic patients without megacolon compared with the
other groups.

It is well known that chagasic megacolon is a result of
intense neuronal destruction, and it is related to dilatation,
intensification of the inflammatory process, and sometimes
to intestinal constipation [5]. We believe that apoptosis of
infected cells (neurons, enteroglial cells, muscle cells, and
inflammatory cells) may avoid magnification of the
inflammatory process, preventing destruction of neurons
and development of megacolon. In previous studies, our
group demonstrated that Foxp3™ cells are present in high
concentrations in chagasic patients without megacolon [4]
and are probably involved in the activation of apoptosis in
damaged cells, which represents a defense against Chagas
disease evolution.
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Abstract

Background': Chronic Chagas disease presents several different clinical manifestations ranging from asymptomatic to severe
cardiac and/or digestive clinical forms. Several studies have demonstrated that immunoregulatory mechanisms are
important processes for the control of the intense immune activity observed in the chronic phase. T cells play a critical role
in parasite specific and non-specific immune response elicited by the host against Trypanosoma cruzi. Specifically, memory T
cells, which are basically classified as central and effector memory cells, might have a distinct migratory activity, role and
function during the human Chagas disease.

Methodology/Principal Findings: Based on the hypothesis that the disease severity in humans is correlated to the quality
of immune responses against T. cruzi, we evaluated the memory profile of peripheral CD4" and CD8" T lymphocytes as well
as its cytokine secretion before and after in vitro antigenic stimulation. We evaluated cellular response from non-infected
individuals (NI), patients with indeterminate (IND) or cardiac (CARD) clinical forms of Chagas disease. The expression of
CD45RA, CD45RO and CCR7 surface molecules was determined on CD4" and CD8" T lymphocytes; the pattern of
intracellular cytokines (IFN-v, IL-10) synthesized by naive and memory cells was determined by flow cytometry. Our results
revealed that IND and CARD patients have relatively lower percentages of naive (CD45RA™®" CD4* and CD8" T cells.
However, statistical analysis of ex-vivo profiles of CD4* T cells showed that IND have lower percentage of CD45RAM9" in
relation to non-infected individuals, but not in relation to CARD. Elevated percentages of memory (CD45R0™9" CD4" T cells
were also demonstrated in infected individuals, although statistically significant differences were only observed between
IND and NI groups. Furthermore, when we analyzed the profile of secreted cytokines, we observed that CARD patients
presented a significantly higher percentage of CD8'CD45RA™" IFN-y-producing cells in control cultures and after antigen
pulsing with soluble epimastigote antigens.

Conclusions: Based on a correlation between the frequency of IFN-y producing CD8+ T cells in the T cell memory
compartment and the chronic chagasic myocarditis, we propose that memory T cells can be involved in the induction of the
development of the severe clinical forms of the Chagas disease by mechanisms modulated by IFN-y. Furthermore, we
showed that individuals from IND group presented more T¢y CD4™ T cells, which may induce a regulatory mechanism to
protect the host against the exacerbated inflammatory response elicited by the infection.
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Introduction

Infection with the protozoan Trpanosoma cruzi is a major cause of

morbidity and mortality in Central and South America, accounting
for 12.500 deaths per vear [1,2]. The acute ph:
characterized by intense and evident blood pa

e of infection s

asiternia and may

result in death. Upon infection, both the innate and adaptive
immune responses lead to the control of parasite levels in the acute

www.plosntds.org

phase of the infection, but are insufficient for complete clearance of
the 70 cruzi. However, this phase is generally followed by an
asymptomatic or indeterminate phase, during which there are no
clinical symptoms or clear evidence of the presence of the parasite.
The asymptomatic phase may last months to decades. Thus, most
individuals are infected for life, with parasites persisting primarily in
muscle cells, and approximately 30% ol the individuals developing

cardiac clinical form of Chagas discase [3,4].
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Author Summary

Chagas disease is a parasitic infection caused by protozoan
Trypanosoma cruzi that affects approximately 11 million
people in Latin America. The involvement of the host's
immune response on the development of severe forms of
Chagas disease has not been fully elucidated. Studies on
the immune response against T. cruzi infection show that
the immunoregulatory mechanisms are necessary to
prevent the deleterious effect of excessive immune
response stimulation and consequently the fatal outcome
of the disease. A recall response against parasite antigens
observed in in vitro peripheral blood cell culture clearly
demonstrates that memory response is generated during
infection. Memory T cells are heterogeneous and differ in
both the ability to migrate and exert their effector
function. This heterogeneity is reflected in the definition
of central (Tgy) and effector memory (Tgy) T cells. Our
results suggest that a balance between regulatory and
effectors T cells may be important for the progression and
development of the disease. Furthermore, the high
percentage of central memory CD4" T cells in indetermi-
nate patients after stimulation suggests that these cells
may modulate host's inflammatory response by controlling
cell migration to tissues and their effector role during
chronic phase of the disease.

The scarce parasitism during the chronic phase, the prolonged
latent period that precedes morbidity, and the intriguing existence
of different clinical forms as well as a clear involvement of the

immune response, have led several authors to evaluate the
involvement of auto-immune factors in the pathogenesis of the
Lli*['il‘il'. S[J”I[' Ell]l}l[]I‘i }l'cl\"[' p[]illl['d oul l}l[' ['x‘lﬁl['lll'[' [Jf Criss-
reactions between host tissues and 7. ez antigens [5-14].

However, the demonstration of the presence of T. eruzi or its

antigens by immunohistochemical techniques or of 7. ¢ruzi DNA
l)y p[llyl"['[il‘i[' L'}l'clill I['El['li[]ll ‘P(:R) ill illﬂEllll['il ”Iy[]rElI Ll‘lElI
tissues suggest that parasite antigens may be necessary to trigger
the inflammatory process [15—-17]. Therefore, both processes may
be involved on the development of the severe clinical forms of the
disease and may act synergistically as the disease progres

5.

Although a significant percentage of the patents will develop
the severe forms of the disease, a larger proportion remains
asymptomatic throughout life. These observations have stimulated
several investigators to study the processes involved on  the
development of severe pathology as well as on the maintenance
of the asymptomatic forms of Chagas disease. In fact, many studies
have demonstrated that immunoregulatory mechanisn
important for the control of infection, possibly affecting disease
morbidity in chronic clinical forms [18-20]. We have recently

arc

observed that patients with the indeterminate (IND) clinical form
of  chronic  Chagas discase have higher percentages of
(:D4+(—:D95hlgh T L'['" [)[Jp'lllilli[lll H['L'I['lillg IIP]O ['X[)I["i‘iillg
FOXP3 [18]. These data suggest that an incre
of IL-10 by regulatory T cells during the chronic phase of the

e in the secretion

disease may be associated with protection of the host against the

severe pathology induced by type 1 immune response [18,21,22].

Immunity to 7. ez i complex, minimally involving a
substantial antibody response and the activation of appropriate
CD4" and CD8" T cell responses. The role of CD8" and CD4™ T
lymphocytes in resistance to 7. eruzi and in the severity of clinical
disease remains unclear. In our laboratory, we have previously
demonstrated that patients with the cardiac clinical form (CARD)
of chronic Chagas disease elicit a robust immune response against
the parasite, with high levels of IFN-y and low levels of IL-10

www.plosntds.org

Memory T Cell Subtypes in Human Chagas Disease

[QI?QQ] and that this response is associated with severe cardiac
pathology. Similarly, Abel et al. suggests that the ability to mount a
vigorous IFN-y-response may be associated with the development
[lf ['EIIdi[""y[l[)ill}ly [23] H[J\‘\:’['\'I'I? ["cl'l]f['"il (&8 Ell‘ ‘i}l[]\‘\;['(l l}lEll
patients with mild disease display substantial amounts of IFIN-y-
producing T cells, suggesting that severe disease is prevented,
rather than caused, by an immune response dominated by type-1
L'}'l[]kill[' pI[JLluL'li[Jll [94] :‘%leil‘l[]llil"y? (;Ell % Ellld TE[I I['l[]ll
demonstrated that enhancing type 1 immune responses through
genetic immunization can substantially reduce the severity of
disease in persistently infected mice (Garg and Tarleton, 2002).
Heterogeneity of the response is a hallmark ol antigen-specific T
cells, CD4" T cells may develop into T helper cell 1 (TH1), TH2,
or THI17 cells and likewise become antigen-specilic regulatory cells
[25-27]. According to the model proposed by Lanzavecchia and

Sallusto [28], protective memory is mediated by effector memory
T cells [Ty that migrate to inflamed peripheral tissues and
Lli‘i[)lily illll"l'diill[' ['fﬁ'('l[l] ﬁ]lll'li[]ll? \‘Vh['] cas Il'ElL'li\"[' lll['”l[JIy ['['"
that
home to T cell areas of secondary lymphoid organs, have little or

development is mediated by central memory T cells [T

no eflector function, but readily proliferate and differentiate into
elfector cells in response to antigenic stimulation. In fact, human
Teng are CD45RO memory cells that constitutively express CCR7
and CD62L, two receptors that are also characteristic of naive T

cells, which are required for cell extravasation through high
endothelial venules and migration to lymphoid organs [29-31].
Differently, human Tgyy are memory cells that have lost the
itive expression of CCR7, are heterogeneous for CDG2L
expression, and display characteristic sets of chemokine receptors

COTLE

and adhesion molecules that are required for homing to inflamed
tissues [31].

In addition to the repertoire of cytokine secretion, effector CD4"
T cells exhibit diversity in the homing process, such as migration to
peripheral nonlyvmphoid tissue and transit to lvmph node follicles
[32]. Furthermore, heterogeneity of CD8" T cell effector gene
expression has also been described [33], although it s not clear
whether this represents physiologically distinct cell fates or simply
fluctuation in activation state. Memory T cells are heterogencous,
\1:"1[}1 L'['IIUE[I ”I['III[JI}' L'['"‘i [)Elll[]"illg ‘i['L'[lllLiElI}' Iy”l[)]l[lill li‘i‘i'l]["i?
recapitulating the surveillance of their naive progenitor, and effector
memory cells acting as sentinels at frontline barriers [34]. Although
the role and function of eflector and memory subsets in protection or
[)Ell]l[ll[lg}' Ellld l}ll' nature [Jf [][JIElIiZillg ‘i‘lgllill‘i I['[]UiI['Ll ﬁ][ lh['iI
differentiation are becoming increasingly clear, there are sull
outstanding questions that need to be addressed, which are mainly
related to the mechanism of T cell fate. Many of these questions deal

with fundamental uncertainties that are common to many areas of
blood cell diferentiation, such as the extent of fate diversity, the
ontogeny and lineage relationship between opposing and kindred
fates, and the degree of natural and therapeutic plasticity at different
stages of dillerentiation. In the experimental mouse model, Martin
and Tarleton [35] observed that antigen-specific CD4" and CD8* T
cells maintain a Ty phenotype during persistent 7. ezt infection.
Interestingly, it was observed that T'epg CD8 memory T cells can be
generated and maintained despite pathogen persistence in 7. eruzi
infection. Furthermore, it was demonstrated that complete pathogen
clearance through benzonidazole treatment results in stable, antigen-
independent and protective T cell memory, despite the potentially
exhausting effects of prior long-term exposure to antigen in chronic
infection [36,37]. On the other hand, Tzelepis and colleagues [38]
showed that the differentiation and expansion of T. eruzi-specific
CDE" cytotoxic T cells Ty T cells) is dependent on parasite
multiplication. In humans, an increase in total elfector/memory

CD8" T cells (CD45RACCR7 ) was observed in CARD patients
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[39]. However, the role of these subtypes of memory cells is stll not
completely understood in human Chagas disease. In the present
study, we evaluated the profile of peripheral blood subsets of CD4"
and CD8" T cells expressing naive/memory markers (CD45R AR/
ROM®) memory cell subtypes (T~ CD4GROMPCCRTY and
Trm— CID%ﬁR()h@(IC:R?7} and production of cytokines by

peripheral blood cells after in witm stimulation with 7. eruzi antigens

to evaluate a possible relationship between the presence of these cells
and the development of different clinical forms of the disease.

Materials and Methods

Recruitment of subjects

The nitial cohort of study subjects was recruited 8 years ago at
the Outpatient Referral Center for Chagas Disease of the Hospital
das Clinicas, Federal University of Minas Gerais, Brazil. All study
participants provided a written informed consent following the
guidelines of the Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais. The study protocol complied with the regulations of
the Brazilian National Council on Rescarch in Humans and was
approved by the Ethics Committee of the Federal University of
Minas Gerais under the protocol COEP/UFMG-372/04. Indi-
viduals with systemic arterial hypertension, diabetes mellitus, thyroid
dysfunction, renal insufficiency, chronic obstructive pulmonary
disease, hvdroelectrolytic disorders, alcoholism, previous clinical
history suggesting coronary artery obstruction and rheumatic
disease, or who were unable to [ulfill the study requirements for
annual examinations were excluded from the study. Individuals
were considered seropositive for 70 eruzt infection if two or more of

the standard t
ELISA or
participants were evaluated annually for a range of clinical and
immunological parameters related to Chagas disease [22].

In this study, we investigated the immune response of 23

ts  performed, indirect immunofluorescence,
indirect haemagglutination, were positive.  Study

patients, who fulfilled the protocol described above, all in the
chronic phase of the infection. The patients inlected with 7. cruze

were ¢ fied as being in the indeterminate phase of Cha
(IND] or having the cardiac (CARD) form of the dises
previously reported [18]. Individuals in the IND group (n=9)

ranged from 30 to 68 vears of age. These individuals had no
significant alterations in the electrocardiography, chest x-ray,
echocardiogram, esophagogram and barium enema. The CARD
group age (n=14) ranged from 29 to 73 years, and presented
echocardiographic and/or clinical and radiological signs of heart
enlargement, with a final diastolic diameter ol the lelt ventricle
greater than 55 mm. The cardiac patients that participated in this
study were cdassified as belonging to the group CARD V, as
previously reported [18]. Twelve healthy individuals, 29 to 61
years old, [rom a non-endemic area for Chagas disease, and who
had negative serology for Chagas disease, were included in the
control group (NI,

Antigens
Epimastigote (EPI) antigens were prepared by using the CL strain
of T vruzi as previously described [18,21,22]. Briefly, EPI were

washed three times in cold phosphate-bullered saline (PBS),

disrupted by repeated freezing at —70°C and thawing, homog
nized at 4 to 6°C in a Potter-Elvejem (Vir Tis-Precise Wisconsin,
USA) and centrifuged at 20,000 xg five times at 4°C for 60 seconds,
with 30 seconds intervals. The suspension was subsequently
centrifuged at 40,000 xg for 60 minutes in the cold. The clear
supernatant was dialyzed for 24 hours at 4°C against PBS, filter
sterilized on 0.22-pum pore-size membranes, assaved [or protein
concentration, aliquoted, and stored at —70°C until needed.

www.plosntds.org
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Flow cytometric analysis of peripheral blood

Whole blood was collected in Vacutainer tubes containing EDTA
(Becton Dickinson, USA) and 100 puL samples were mixed in tubes
with 2 pL. of undiluted monoclonal antibodies conjugated with
fluorescein isothioeyanate (FITC), phycoerythrin (PE), R-phycoer-
vthrin coupled to the cyanine dye CIyﬁT“ (PE Cv5) or allophyeo-
cvanin (APC) for the following cell surface markers: CD4 (RPA-T4),
CD8 (RPA-TE), CD62L (DREGSH6), CD45RA (HI100),
(UCHL-1), CCR7 (3D12) (all from BD Pharmingen, US

adding the antibodies, the cells were incubated in the dark for

30 minutes at room temperature.
Following incubation, erythrocytes were lysed using 2 mlL of
FACS Lysing Solution (BD Biosciences, US:

with 2 mL of phosphate-buflered saline containing 0.01% sodium

) and washed twice

azide. The cells were then fixed in formaldehyde (4%) and
permeabilized with saponin bufler (0.5%) (SIGMA, USA) for
15 minutes. After incubation, the cells were fixed in 200 pl of

fixative solution (10 g/L paraformaldehyde, 1% sodium-cacodyl-
ate, 6.65 g/L sodium chloride, 0.01% sodium azide). Phenotypic
analyses were performed by flow evtometry with a FACScalibur
flow eytometer (BD Biosciences, USA). Data were collected on
1x10° lymphocytes (gated by forward and side scatter] and
analyzed using CellQuest software (BD Biosciences, USA).

Flow cytometric analysis of cells culture

Whole blood was stimulated i witro with EPT (25 pg/ml)
antigens in RPMI 1640 media supplemented with 1.6% L-
glutamine, 3% antibiotic-antimycotic, 5% of AB Rh-positive heat
inactivated normal human serum, for 22 hours at 37°C and 5%
COs. Control cultures were maintained in culture media for the
same period of time. During the last 4 hours of culture, Breleldin
A (SIGMA, St. Louis, MO, USA) (10 pg/mL) was added to the
cultures [18]. Cultured cells were washed twice in PBS containing
1% bovine serum albumin and stained with monoclonal
antibodies specific for the different cell-surface markers, as
described above. The cells were then fixed in formaldehyde (4%)
and permeabilized in saponin buflfer (0.5%) for |5 minutes.
Finally, the cells were incubated with monoclonal antibodies
reactive to [L-10 (JES3-9D7) and IFN-y (B27) (both from BD
Pharmingen, USA). Phenotypic analyses were performed in a
FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences, USA)
collected on 1x10° lymphocytes and analyzed using the

soliware (BD Biosciences, USA).

and data

ellQuest

FACS analysis of surface markers and intracellular
cytokine

Lymphocytes were analyzed for their intracelldar cytokine
expression patterns and [requencies as well as for cell surface markers
using Cell Quest soltware. The frequency of cells was analyvzed in
[our gates for cach staining procedure: gate 1 (R1), lvmphocyte gate
(Suplementary Figure S1A); gate R2, T CD4" and CD8" expressing
CD45RAM® and CD45ROMEN Iymphocytes (Suplementary Figure
SIB) ; gate R3, T CD4" and CD8" lymphocytes (Suplementary
Figure S1C); gate R4, T CD4" and CD8" lymphocytes expressing
CD45ROMER/CCR 7" (Suplementary Figure S1D); gate R5, T CD4
and CD8" CD45RA™M® /CD45RO™ lymphocytes secreting IFN-y
and [L-10 (Suplementary Figure SIE). Limits for the quadrant
markers were always set based on negative populations and isotype
controls.

Statistical analysis
Analyses were perlormed using GraphPad Prism version 4.0
software (GraphPad Software Inc, USA). The nonparametric tests
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Kruskal-Wallis test was used to compare the three clinical groups

INI=IND % CARD), followed by Dunns test to compare all pairs of

columns. Mann-Whitney nonparametric test was used to evaluate
the significance of the cytokine production and compare the pairs
of columns (NIxIND) (NI xCARD) (IND x CARD), comparing all
Differences were considered significant when a p value of less than
0.05 was obtained.

Results

Individuals with the indeterminate form of Chagas
disease have lower percentage of CD4* and CD8* naive
(CD45RAMIN) and elevated percentages of memory
(CDA5RO"MIM) T cells

The results show that the expression of CD45RA™ in CD4* T
cells, molecule expressed by naive T cells, was significantly lower
(p=<0.05) in IND patients when compared to NI individuals ex zizo
(Figure 1A). We did not observe a significant difference between
the nfected groups when evaluated ex zwo. Furthermore, the
percentage of CDB'CD45RAM T cells in CARD patients, afier
culture in the absence of EPL antigens, was significantly lower
(p=<<0.05) when compared to NI individuals (Figure 1B). Similarly,
IND and CARD patients had a significantly lower percentage of
CDB*CD45RAME T

cells, p<<0.05 and p=<0.01 respectively,

b
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when compared to NI individuals in i sitro cultures in the presence
of EPI antigens (Figure 1B).

Our results also showed that the expression of CD45ROME! by
CD4" T cells, (memory lymphocytes), was not statistically different
between NI, IND and CARD groups ex wwo and in culture of
whole blood in the absence and presence of EPI antigens
(Figure 1C and D). However, the percentage of CD45ROMER
CD4" T cells in the IND group was significantly higher (p<20.05)
than in the NI group alter culture without antigen stimulation
(Figure 1C).

When we evaluated the expression of CD45ROMeh by CD8*T
cells, the data did not reveal statistcally significant differences
between NI, IND and CARD groups, both ex vize and in control
cultures (Figure 1D}, However, the CARD group showed a
tendency to have higher percentages of these cells ex mve when
compared to the other groups (Figure 1D). Note worthy, alier m
zitro culture in the presence or not of EPT antigens, CARD patients
presented a decrease in the percentage of these cells (Figure 1D).

Chronic patients have an elevated percentage of T cells
secreting cytokines

The presence ol intracytoplasmatic cytokines IFN-y and 1L-10
in CD4" and CD8" T lymphocytes expressing either CD45RAME"
or CD45ROM™ surface markers was evaluated in NI, IND and
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Figure 1. Naive and memory T cells. Percentage of CD4" and CD8" T cells, evaluated by flow cytometry before and after a short in vitro
stimulation with T.cruzi antigen (EPI) as described in Material and Methods. A and B) CD45RAMSh expression. C and D) CD45ROMS" expression.
Ex vivo =before stimulation, CC= culture non estimulated and EPl =culture after stimulation. The differences between the groups are considered
significant at p less than 0.05 and are represented by * p<<0.05, *p<20.01 and **p-<0.001.

doi:10.1371/journal pntd.0000512.g001
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CARD groups in the absence or presence of i zifro stimulation by
EPI crude extract.

The data showed that CARD patients presented a significantly
higher percentage (p=<0.01 and p=<<0,001) of CD'CD45RAME
IFN-y-producing cells in control cultures (absence of antigen
stimulation) when compared to IND patients and NT individuals.
This percentage was also significantly higher in CARD group than
in NI individuals (p<C0.01} afier antigen pulsing with EPI
(Figure 2A). No significant differences were observed when we
evaluated the percentage of CDS'CD45RAM ¢ellg producing

Culture not estimulated

Memory T Cell Subtypes in Human Chagas Disease

IL-10 in cultures in the absence or presence of EPT antigens (data
not shown).

Data analysis revealed a significant increase (p=<<0.01) of IFN-y*
CD4'CD45RO"™ cells in whole blood samples rom chagasic
patients in comparison to NI individuals, after culture in the
presence ol EPL antigens (Figure 2B). There were no statistically
significant differences among all studied groups evaluated alter
culture in the absence of antigenic stimulation (Figure 2B).

Analysis of TL-10" CD4'CD4SROM™ T cells showed a
significant higher (p<<0.03) percentage ol these cells in CARD
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Figure 2. Cytokines secreted by naive and memory T cells. Percentage of CDS'CMSRAhigh, CD4'CD45ROM" and CD8'CD45RO™M" T cells,
evaluated by flow cytometry after a short in vitro stimulation without or with T.cruzi antigen (EPI) as described in Material and Methods. A and B)
Intracellular cytokine IFN-y expression. C) Intracellular cytokine IL-10 expression. CC = culture non estimulated and EPI= culture after stimulation. The
differences between the groups are considered significant at p less than 0.05 and are represented by * p<<0.05, *p<<0.01 and ***p<<0.001.

doi:10.1371/journal pntd.0000512.9002
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patients when compared to NI individuals after culture in the
absence of antigenic stimulation (Figure 2C). The results showed
that there is a significantly higher percentage of CD4*CD45ROME
T lymphoeytes secreting IL-10 in CARD and IND patients
(p=<0.001 and p=<<0.01, respectively), after culture in the presence
ol antigens of EPL when compared to NI group (Figure 20,
Data analysis of the expression of evtokines IFN-y and TL-10 by
CDBCD45ROM™ T cells did not show any significant difference
between the groups, after @ wfro culture (data not shown).

Identification of human CD4" and CD8" T cell memory
subsets

Triple labeling of CD4" and CD8" T Ilymphocytes from
peripheral blood with the molecules CD43RA, CD45R0O and
CCR7 allowed us to evaluate the process ol recirculation of
lymphocvtes (percentage of cells migrating to/from secondary
lymphoid organs).

We classified human CD4" and CD8" T cells by using two
markers, CD45R O and CCRY. Three-color flow cytometry analysis
demonstrated two major populations of human CD4" and CD8" T
cells, ie. COR7'CD45ROM™ and CCR7™CD45ROM™,

The assessment of the percentage of CD4'CD45RO"PCCR T
T cells demonstrated that CARD patients have significantly lower

Memory T Cell Subtypes in Human Chagas Disease

to NI individuals (Figure 3A). There were no significant differences
in the analysis of these cells after culture (Figure 3A). In the
analysis of CD4" cells CD45ROMCCRT ™, we did not find any
differences on the percentage of cells between the groups, before
or alter stimulation (Figure 3B).

The expression of the CD45RO™PCCRT phenotype by CD8*
cells, IND and CARD groups showed a signilicantly higher
percentage of these cells (p<<0.05 and p<20.001) in comparison to
NI individuals in ex mzo (Figure 3A)L The evaluation of these cells

after culture did not show any statistically significant differences

between the studied group:
CDS'CD45ROMCCRT™
CARD group presented a higher percentage

igure . When the percentage of
I' cells was assessed, we observed that
0.05) than the
IND group ex o, A decrease on this percentage of this cell

population was demonstrated aller @ witro culture (Figure 3B).
However, it was not statistically signilicant.

Discussion

Most mature peripheral T cells are at rest and can be divided
into naive and memory cells. This division is based on their
response to antigens in a secondary response [40]. In addition to
the functional activity, several markers have been identified to

percentage (p=<<0.05) of this sub-population ex wve when compared allow the distinetion of these cell populations. Naive T cells, which
A *x
30 " L NI
- - 301
e > W IND
%) L. S
o o ek B CARD
= =
2 @
= - = -
o 20 -=o 20 *
x &
¥ 3
[=] [m]
° O
+,. 104 +
- =]
3 L -
o (&)
5 . 5
X o0 R
Ex vivo CC EPI
B
. 90+ i~ 901
14 24 *
Q Q
5] |
5 5
= 60 =, 604
o]
" L
< <
=] =]
9 30 % < 30
¢ 30
: ] i
(5] o
5 : i Tlis
X o R o= =
Ex vivo cc EPI Exvivo cc EPI

Figure 3. Analyses of central and effector memory T cells. Percentage of CD45ROMI"CCR7' CD4" and CD8' T cells, evaluated by flow
cytometry before and after a short in vitro stimulation with T.cruzi antigens (EPI) as described in Material and Methods. A) CD45RO"MS"CCR7
expression (T B) CD45 ROMENCCR7 ™ expression (Tg. Ex vivo = before stimulation, CC = culture non estimulated and EPI = culture after stimulation.
The differences between the groups are considered significant at p less than 0.05 and are represented by * p<<0.05, **p=0.01 and ***p<20.001.
doi:10.1371/journal pntd.0000512.g003
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have not encountered antigens, express high levels of CD45RA

and L-selectin on its surface, and do not express activation markers
such as CD25, CD44 and CDE9 [40]. In contrast, memory T cells,
which were previously stimulated by an antigen, express high
levels of CD45RO and low levels of Leselectin [41]. In this study,
we demonstrate that IND and CARD patients have less naive
CD4" and CD8* T cells, demonstrated by decreased expression of
CD45RA, as well as lower levels of CDE" memory T cells when
compared to NI (control) individuals. Similar results have been
demonstrated by other study, in which patients in the chronic
phase of Chagas disease presented the same expression profile of
CD45RA™™ in hoth CD4* and CD&* peripheral T cells [42].
Moreover, using an experimental model, another study demon-
strated that splenic CD8Y T cells from 7. eruz-infected animals
show lower expression of CD45RA than cells from non-infected

mice [43]. The reduction of naive and increase of memory T cells

may occur during the chronic phase of the disecase. This might

indicate a clonal T cell exhaustion due to continuous antigenic
stimulaton by persistent parasites, and mayv be associated with
increased disease severity [42.44-46]. The reduction in the
expression of CD45RA is a direct result of the exchange of the
CD45 isoform from A to C, possibly leading to an easier
ssociation with the TCR complex [47,48]. The C isoform allows
the cell to be activated by lower antigen stimulation and co-
stimulation [49]. The evaluation of CD4" T cells expressing
CD45ROME? showed a higher percentage of these cells in IND

group when compared to NI individuals after culture without

d

1dies have shown that

antigenic stimulation. In fact, several s
altering the combination of CD45 isoforms dramatically aflects
immune function and disease severity in autoimmune models.
Available data also show that this mechanism is related to an
altered threshold for TCR signaling, altered eytokine production
and response. This indicates that manipulating the patterns of

CD45 expression or signaling pathways that it modulates might be
a potential immunoregulatory strategy [47,48.50-52].

The mechanisms involved on the development of different
clinical forms

of Chagas disease still poorly understood,

suggesting that multiple factors may be involved in its establishment,
such as cvtokine production and profile of activation or difleren-
3]. The most studied
cyvtokines in Chagas disease are IFN-y and IL-10. Several studies

tation status defined by subsets of memory

have described some of the main cell populations involved in the
production of these cytokines, and their relationship with pathology
or regulation of immune responses during this infection
[18.22,25.54-60]. Our previous studies suggest a dual role for
[FN-v during human Cha
different stages of the infection (acute and chronic phases) or in the
presence or absence of treatment [22.54]. Tt has been shown that

15 disease, which is observed during the

during the acute phase of experimental mouse infection, ITFN-y
participates in the elimination the parasite [53]. Furthermore, the
protective role of IFN-y has also been postulated in humans, as
individuals submitted to treatment show a strong cellular response
with secretion of high levels of this eytokine after & vitro stimulation
[Jf PBI\[(: [341‘ ()ll lh[' [th['I }IEIIILL ‘il'lllli["i o1 }lUl”Elll L'}lI[Jllil'
Chagas disease have also shown that IFN-y production may be
unregulated production in the

harmful to the organism, since its
heart tissue may promote the destruction of the myocardium due to
its cytotoxic effects. [23,54.61]. However, Laucella et al. showed a
linkage between increased T, grazi-specific T cell-mediated TFIN-y
responses and decreased discase severity. [24]. Indeed, there are
several important dilferences between all these studies, which might
contribute to discrepancies in interpretation. Therefore, a long-term
immunological follow-up of 7. cruz-infected patients may provide
valuable information on the real role and contribution of IFN-y

. www.plosntds.org
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responses to parasite control and disease development. In this paper,
we evaluate the secretion of IFN-y and I1-10 by CD4" and CD8"
naive (CD45RAM™) and memory (CD45ROM™) T cells, We
observed that the subjects from the CARD group presented higher
percentage of naive CD8" T cells secreting TFN-y. This result
suggests that naive CD8" T cells might be associated with the
development of the cardiac clinical form of the disease, probably as
activated cells. Bourreau et al. [62], when evaluating the immune
response of PBMCs from the NI individuals after @ 2itro stimulation
with L. guyanensis antigens, demonstrated that CD8'CD45RAY T
cells producing IFN-y are CD62LCCR7 ™, while those producing
[L-10 are CD4"CD45RAYCCRT CDG2LY T cells, which are

migrating to the inflammatory foci but are not yet activated. Our

group has also shown that in Chagas disease, patients from CARD
group develop a strong response against 7. eruzi antigens, presenting
high levels of [IFN-y and low levels of TL-10 [22]. Interestingly, here
we observed that chronic patients have more CD4'CD45ROME T
cells secreting both IFN-y and IL-10. Similarly, Antonelli e al.
(2004 [63] demonstrated that PBMC [rom patients infected with L.

brazifiensts show high frequencies of memory CD4" T cells

producing both inflammatory  (IFIN

and regulatory (IL-10)
cytokines. This result suggests that these cells may not be the main
source of these cytokines, since they are producing both IL-10 and
IFIN-y evtokines. Therefore, they may not be so relevant on the
development of the inflammatory process caused by protozoan
infections.

Moreover, some studies have shown that memory T cells may
be involved in the protection and development of Chagas disease
[35-37.39]. Nonetheless

populations involved in recall responses in human Chagas dis

a detailed evaluation of the cell

o
is still necessary, Memory T cells can be divided into two sub-
populations, based on their heterogeneity, effector functions and
response to the antigen or cytokines. Once activated, a fraction of
primed T lymphocytes persists as circulating memory cells that can
lead to protection and, upon secondary challenge, result in a
qualitatively different and quantitatively enhanced response
[31.64-68]. The central memory (Ten) human T cells express
CD45R0O and also CCR7 and CD62L molecules, two important

receptors related to the migration of T cells to peripheral lvmphoid

organs [30,69]. When compared to naive T cells, Tayg have higher
sensitivity to antigen stimulation, are less dependent on co-
stimulation and provide eflicient feedback for stimulation of
dendritic and B cells. After evaluation of memory subtypes, we
observed that chronic patients have more CD4" and CD8" Ty
cells ex zwwo. However, alter stimulation with EP@ antigens, only the
IND group showed more Tepy CD4' T cells. These data suggest
that when the overall T cell compartment is eventually driven to
exhaustion, it exhibits a low frequency of competent parasite-
specific CD8" T cells and predisposes the subject for disease
progression; this profile is presented by CARD patients with

persistence of antigens or r

infection by 70 cruzi. Recently, using
the mouse model of 7. gruzi infection, an increase in CD8" T e
cells was observed during long-term persistent infection [36]. OF
wte, these CD8" Ty cells were capable of antigen-independent
ﬁ'l][\"l\'"zll 'clﬁl'l I)['illg [} Elll‘iﬁ'l] ['il illl[l llEli\'l' ”lil'['? Elllll were
maintained despite the presence of persistent antigen stimulation.
Similarly, Bustamante et al. documented the development of
stable, antigen-independent CD8" T cell memory after benzoni-
dazole-induced cure of chronic infected mice [37].

It has been shown in mice that antigen-specilic T cells maintain
an effector memory phenotype (Tgyy CD8 T cells) during persistent
T. ez infection [35,38], suggesting that these cells may play an

important role in the pathogenesis of the Chagas disease. However,

the process of cell development and differentiation from naive into
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Tear or Tray is stll not dearly understood. Studies with patients
or LOCMV

(lymphocytic choriomeningitis virus) suggested that T cells go

infected with HIV (human immunodeliciency virus)

through the process of differentiation from naive—Tgoy—TEm
[70,717. On the other hand, several authors suggest that the Tepg
and Tgy cells are actually independent subpopulations which
develop according to the biological environment, (eg.: presence of

different cytokines or the anatomical region of activation) are
independently maintained [71-73]. Finally, other studies on the
infection LCMV Tepy show that the cells proliferate and/or convert
into Trag alter re-exposure to the antigen, suggesting an alternative
model of CDB" T cell dilferentiation: naive— Tear—Ten [74].
However, our data suggest that the type of dilferentiation is
naive— Tear— Ty [70,75]. In fact, IND patients scem to have
some regulation that prevents Tepyg cells [rom becoming Ty, but
[urther studies are stll needed to elucidate this question. Previous
studies have attempted to clarify the role of different subtypes of
memory cells using the experimental mouse model and the
CD45RA as a cell marker [39,76]. In the current study, we
evaluated the memory profile using CD45ROMPCCR T phenotype
as a marker for Teyy and CD45ROM™PCCRT™ for Tyay T cells.
In conclusion, our results showed that CARD patients have
more naive CD8" T cells secreting TFN-y and Tgyy CDE' T cells
than IND and NI groups. Based on a correlation between the
frequency of IFN-y producing CD8" T cells in the T cell memory

compartment and the chronic chagasic myocarditis, we propose

that memory T cells might be involved in the induction of the
development of the severe clinical forms of the Chagas disease by
mechanisms modulated by IFN-y. Conversely, some authors have
demonstrated that high levels of IFN-y are inversely correlated
with disease severity [24,39]. In this way, the role of IFN-y in
human Chagas disease progression is not clear and should be
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