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MELO, Adriene Siqueira de. Avaliacdo do papel de quimiocinas e seus
receptores na evolucdo das manifestacdes clinicas em portadores de doenca
de Chagas cronica. 2016. Tese (Doutorado em Medicina Tropical) — Programa de
Pés-Graduagdo em Medicina Tropical, Universidade Federal de Pernambuco, 2016.

RESUMO

Por contribuirem nos processos de migracdo diferencial de células imunes aos
tecidos, quimiocinas e seus receptores estdo potencialmente implicados na
manutencdo do infiltrado inflamatério observado na miocardiopatia chagasica
cronica. Assim, avaliamos em pacientes com doenca de Chagas crbnica a
associacdo da producdo de quimiocinas e da expressao fenotipica para receptores
de quimiocinas por células T CD4+, CD8+ e CD4+CD8+, com a presenca e
gravidade da manifestacdo cardiaca. Cinquenta e seis pacientes (Forma
indeterminada, IND=20; Forma cardiaca leve, CARD1=20 e Forma cardiaca severa,
CARD2=16), foram selecionados no Ambulatério de Doenca de Chagas do Pronto-
Socorro Cardiologico de Pernambuco/Universidade de Pernambuco. O sangue foi
cultivado (1dia/37°C/5%C0O;) na presenca de Antigeno Solavel de Epimastigota
(25ug/mL), de Fitohemaglutinina (5ug/mL) e mantendo-se um tubo sem estimulo. O
sobrenadante e as células sanguineas foram analisados por citometria de fluxo e as
diferencas consideradas quando p<0,05. O grupo CARD2 apresentou maiores niveis
de células T CD8+CCR1+, CD8+CCR3+, CD4+CD8+CCR1+, CD4+CD8+CCR3+, de
Intensidade média de fluorescéncia (MIF) para CCR1 e CCR3, e de producéo de
CCL5 e CXCL8 que o grupo IND, além de maior producdo para CXCL10 que o
CARD1. O grupo CARD1 apresentou maiores niveis para células T CD4+CXCR5+,
CD4+CCR4+, de MIF para CXCR5 e de producéo de CXCL8 que os pacientes IND.
E possivel que as células e quimiocinas diferencialmente observadas nos individuos
com a manifestacdo cardiaca estejam atuando por mecanismos de citotoxidade,
oriundos tanto da resposta imune especifica ao parasita quanto de possiveis
processos autoimunes, para o0 estabelecimento dos danos tissulares e

sintomatologia clinica nestes pacientes.

Palavras-chave: doenca de Chagas. cardiomiopatia. quimiocinas. receptores de
guimiocinas.



MELO, Adriene Siqueira de. Evaluation of chemokines and their receptors in the
evolution of clinical manifestations in patients with chronic Chagas disease.
2016. Thesis (doctorate degree in Tropical Medicine) — Postgraduate Program in

Tropical Medicine, Federal University of Pernambuco, 2016.

ABSTRACT

Contributing to differential migration of immune cells to tissues, chemokines and their
receptors are potentially involved in the maintenance of inflammatory infiltrate
observed in chronic Chagas' cardiomyopathy. We evaluated in chronic Chagas'
disease patients the association of chemokine production and phenotypic expression
of chemokine receptors by CD4+, CD8+ and CD4+ CD8+ T cells with the presence
and severity of heart involvement. Fifty-six patients (indeterminate form, IND = 20;
mild heart shape, CARD1 = 20; and severe heart shape, CARD2 = 16) were selected
at Ambulatério de Doenca de Chagas, Pronto-Socorro Cardiolégico de
Pernambuco/Universidade de Pernambuco.The blood was cultured (1day / 37°C/5%
CO,) in the presence of epimastigote antigen (25 pg / ml), Phytohaemagglutinin (5ug
/ ml) and an unstimulated culture was also performed. The supernatant and the blood
cells were analyzed by flow cytometry and the differences were considered when p
<0.05. The CARD2 group had higher levels of CD8+CCR1, CD8+CCR3+,
CD4+CD8+CCR1+ and CD4+CD8+CCR3+ T cells; higher mean intensity of
fluorescence (MIF) to CCR1 and CCR3, and higher production of CCL5 and CXCL8
than IND. Furthermore, CARD2 had increased production of CXCL10 than CARD1.
The CARDZ1 group showed higher levels of CD4+CXCR5+ and CD4+CCR4+ T cells,
higher MIF for CXCR5 and higher production to CXCL8 than IND. It is possible that
cells and chemokines found in such individuals presenting cardiac involvement, are
contributing to cytotoxicity mechanisms raised by the specific immune response to
the parasite or the possible autoimmunity, in establishing of cardiac tissue injuries

with clinical manifestation.

Keywords: Chagas disease. cardiomyopathy. chemokines. chemokine receptors.
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1 INTRODUCAO

A cardiopatia observada em portadores de doenca de Chagas cronica
apresenta alta gravidade e pior prognostico que cardiopatias de outras etiologias.
Seu mecanismo de desenvolvimento ainda ndo se encontra completamente
explorado e esclarecido. Em achados histopatologicos de tecido cardiaco tem sido
observado um processo inflamatério exacerbado com infiltrado leucocitério
mononuclear e escassez de parasitas. Assim, a identificacdo de moléculas
envolvidas no controle e/ou manutencao desta inflamacé&o tecidual, que néo alterem
a resposta imune especifica ao parasita, seriam alvos eficazes para o tratamento de
pacientes cardiopatas, bem como para o monitoramento da progressédo da doenga
em pacientes assintomaticos (LANNES-VIEIRA et al., 2009).

Quimiocinas e seus receptores sdo importantes mediadores da resposta
imunologica e possuem papel chave nos processos de permeabilidade vascular,
atracdo, migracao e ativacao de células imunes, representando importantes alvos de
estudos em doencas inflamatoérias. Avaliagbes acerca da producdo de quimiocinas
em tecido cardiaco de camundongos infectados pelo T. cruzi, obsevaram altos niveis
de CXCL9, CXCL10 e CCL5 concomitante ao aumento do infiltrado de células
TCD8+ ativadas (DOS SANTOS et al.,, 2001). Em animais knockout para IFN-y,
foram encontrados baixos niveis de CCL2, CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 e
significante reducdo do infiltrado leucocitario (ALIBERTI et al., 2001). Resultados
semelhantes também foram observados em camundongos knockout para CCR5
(MACHADO et al., 2005), bem como em animais tratados com o inibidor para CCR5
(met-Rantes) (MARINO et al.,, 2005). Demonstrando, o envolvimento destas
quimiocinas no desenvolvimento do processo inflamatorio no tecido cardiaco nestes

animais e a modulacdo de sua expressao por citocinas proinflamatorias como IFN-y.

Por outro lado, em estudo conduzido por Petray et al. (2002) ao ser realizada
a neutralizacdo de CCL3/MIP-1a, apesar de ser observada uma diminui¢do do
infiltrado macrofagico no bago dos animais, observou-se um aumentou da
inflamacéo em seu tecido cardiaco concomitante a uma elevagdo nos niveis de
parasitas teciduais. Assim, juntos, estes resultados demonstram uma complexa
interacdo onde quimiocinas especificas podem estar exercendo distintos papéis na

patofisiologia da doenca.
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Estudos em humanos, ainda sdo escassos e a expressao e o papel do
sistema de quimiocinas ndo foram estudados com muito detalhe. Estudos
observaram maiores niveis para co-expressao de receptores de quimiocinas e
citocinas de perfil inflamatério (TH1) CCR5- IFN-y, CXCR3-IFN-y, e CXCR3-TNF-a
em portadores de doenca cardiaca em comparacdo aos assintomaticos, por outro
lado, os individuos assintomaticos apresentaram maiores niveis de co-expressao
para receptores e citocinas do perfil imunomodulatério (TH2) CCR3-IL-10 e CCR3-
IL-4 (GOMES et al., 2005). Indicando que os receptores para quimiocinas podem

estar envolvidos no desenvolvimento precoce da cardiomiopatia chagasica.

Por outro lado, Talvani et al. (2004) observaram uma maior expressao dos
receptores CCR5 e CXCR4 por células CD4+, CD8+ e CD14+ de pacientes com
disfuncdo cardiaca leve em relacdo aqueles com disfuncdo cardiaca grave e ndo
puderam afirmar se este achado foi devido a uma resposta imune eficaz em
controlar o parasita por parte dos pacientes com disfuncao leve, ja que na fase
aguda esses receptores estao envolvidos no controle parasitario, ou se a disfuncao
acentuada no tecido cardiaco induziu a um esgotamento da resposta imunoldgica

em pacientes com cardiopatia grave.

Assim, com base no que foi exposto, a avaliacdo da producéo de quimiocinas
e seus receptores, por células da resposta imunolégica em portadores de doenca de
Chagas cronica cardiaca e assintomatica, deve ser continuada e pode representar
um caminho promissor para o melhor entendimento das manifestagfes clinicas
observadas nesta imunopatologia, o que é imprescindivel ao desenvolvimento de
alvos terapéuticos e a identificagdo de marcadores imunolégicos de fase crénica da

doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Conhecida também por tripanossomiase americana, a doenca de Chagas foi
assim nomeada por ter sido descoberta pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas
(1879-1934), que ao se encontrar no interior de Minas Gerais em abril de 1909 para
combater uma epidemia de malaria que paralisava as obras da Estrada de Ferro
Central do Brasil, comunicou ao mundo cientifico a existéncia de uma nova doenca
humana. Chagas também identificou o agente causal da doenca (o protozodrio
hemoflagelado que denominou de Trypanosoma cruzi, em homenagem ao seu
mestre Oswaldo Cruz), o inseto vetor (triatomineo conhecido como “barbeiro”), assim

como o ciclo bioldgico e os principais reservatérios do parasita (CARNEIRO, 1963).

Na natureza mais de 150 espécies de mamiferos silvestres e domésticos,
constituem reservatorios para o parasita causador. O homem é considerado um
hospedeiro acidental do T. cruzi, pois ao invadir ambientes nos quais o parasita vivia
em seu ciclo silvestre, tornou-se susceptivel a acdo dos triatomineos vetores e foi
incluido no ciclo evolutivo do protozoario (Figura 1). Assim, a transmisséo classica
da doenca ocorre pelo contato da pele lesionada de individuos susceptiveis com
tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi presentes em excretas de triatomineos
vetores contaminados. A doenca ainda possui outras formas de transmissdo como
as vias transfusional, congénita e oral, além de também pode ser transmitida por
transplantes de 6rgdos e acidentes laboratoriais (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2012).
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Figura 1. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi. 1. O triatomineo, durante sua alimentagdo, ingere
formas tripomastigotas sanguineos presentes no sangue. 2. No intestino médio ha o aparecimento da
forma epimastigota, onde ocorre intensa multiplicacdo. Ja no intestino posterior, ocorre a forma
tripomastigota metaciclico. 3. Durante o repasto, o inseto deixa fezes no local, contendo
tripomastigotas metaciclicos. 4. Através da mucosa ou pele lesionada o T. cruzi tem contato com
células, das quais ele alcanca o interior. 5. No meio intracelular, h4 nova metamorfose, na qual o
parasita assume a forma amastigota. Ap6s multiplicacao binaria, ocorre a lise celular, na qual ha a
liberacdo de tripomastigotas sanguineos. Estes sdo capazes de infectar outras células do mesmo
hospedeiro ou outro triatomineo, fechando-se o ciclo. Fonte: www.who.int

2.1 Epidemiologia

Mesmo apOs cem anos de sua descoberta, a doenga ainda representa um
grave problema de saulde publica e encontra-se distribuida por toda a América
Latina, desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina e do Chile, onde
possui prevaléncia estimada em 6-7 milhdes de casos e elevado risco de infeccao
(75-90 milndes de pessoas) (COURA; DIAS, 2009; RASSI; RASSI JR, 2010;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015). Nesta regido, as maiores
prevaléncias da doenca tém sido reportadas na Bolivia (6,8%), Argentina (4,1%), El
salvador (3,4%), Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%). Além disso, em algumas
regides da Bolivia, Chile e Paraguai a transmissao congénita ocorre em cerca de 5%
das gestacfes de mulheres cronicamente infectadas e em até 2% na maioria dos
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outros paises endémicos (RASSI; RASSI JR; REZENDE, 2012).

Contudo, mesmo apresentando elevado impacto social, o cenario
epidemiolégico observado hoje para a doenca de Chagas, pouco representa o que
se encontrava nas décadas de 60-80 para a maioria das regibes endémicas.
Historicamente a transmissdo e morbidade da doenca estiveram relacionadas as
pobres condi¢cdes de moradias observadas em areas rurais e as infeccbes agudas
ocorriam comumente em menores de 12 anos (DIAS, 2007). Todavia, no inicio dos
anos de 1980 ocorreram grandes iniciativas voltadas para o controle da transmissao
vetorial, triagem efetiva nos bancos de sangue e educacao preventiva de populacéo
sob-risco (OSTERMAYER, et al, 2011). Todos esses esforcos repercutiram

positivamente na diminuicdo dos indices de incidéncia e prevaléncia da doenca.

Apds o inicio do programa de maior impacto - a Iniciativa do Cone Sul
(Uruguai, Paraguai, Bolivia, Brasil, Chile e Argentina) em 1991, paises como
Uruguai, Chile e Brasil foram certificados por estarem livres da transmissao pela
principal espécie domiciliada do vetor (Triatoma infestans), e na maioria desses
paises foi obtida uma cobertura sorolégica de 100% nos bancos de sangue (RASSI;
RASSI JR; MARIN-NETO, 2010).

Assim, para que estas conquistas no controle da doenca permanecam, se faz
necessaria a manutencédo de uma continua vigilancia epidemiologia e entomoldégica,
0 que representa um dos maiores enfrentamentos atuais da doenca. Neste contexto,
tem sido observado que a doenca de Chagas vem ressurgindo onde o controle tinha
sido bem sucedido, em regides como o Chaco na Argentina e Bolivia, pois nestas,
além de ter ocorrido uma diminuicdo das atividades de controle, existem extensas
populacdes peridomeésticas dos principais vetores e vém surgindo algumas espécies
resistentes aos inseticidas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2008). Além
disso, a doencga de Chagas tem surgido também em regi6es como a regido da bacia
amazonica, area livre de infestacdo por insetos vetores domiciliados, onde o parasita
€ mantido principalmente por vetores silvestres, esta regido tém sido foco de micro-
epidemias locais da transmisséao oral da doenca (COURA; JUNQUEIRA, 2012).

Outro desafio também muito atual se refere a intensa migracao populacional
de individuos cronicamente infectados para os grandes centros urbanos de

regides/paises ndo endémicos como os Estados Unidos, Canada, Europa, Australia
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e Japdo, o que tem tornando a doenca um problema de preocupacao global. Como
nestas regides o conhecimento ou experiéncia da doenca séo limitados e as
medidas de vigilancia e de controle sao insuficientes, a transmissao por transfusao
sanguinea, transplantes de 6rgdos e por via congénita frequentemente constituem
as principais causas de infeccdo (RASSI; RASSI JR; MARIN-NETO, 2010).

Desta forma, para enfrentar estes novos desafios epidemiologicos da doenca,
esforcos devem ser focados no sentido de evitar a reducao do interesse politico e de
investimento de recursos, a fim de garantir que as conquistas no controle e vigilancia
da doenca de Chagas sejam mantidas nas areas onde foi obtida, e expandidas as
areas de baixa endemicidade.

2.2 Aspectos clinicos e laboratoriais

7

Clinicamente, a doenca de Chagas é caracterizada por uma fase aguda
seguida de evolucdo para uma fase crbnica. A fase aguda, que pode durar de um a
trés meses apos a infeccdo, € caracterizada por uma intensa parasitemia. Esta fase
pode ser sintomatica ou assintomatica e inicia-se ap6s o periodo de incubacdo que

varia de quatro a dez dias quando a transmisséo é vetorial (CHAGAS, 1916).

Geralmente, quando sintomatico, o individuo na fase aguda pode apresentar
febre, mal-estar, anorexia e cefaléia. Os sinais de porta de entrada do parasito (sinal
de Romarfia e chagoma de inoculagcéo) e manifestacdes sistémicas (hepatomegalia,
esplenomegalia, edema, alteragBes nervosas, comprometimento cardiaco) também
podem estar presentes (HUGGINS, 1996). Porém, na maioria dos individuos, a fase
aguda € imperceptivel devido a escassez ou auséncia de manifestacdes clinicas. A
fase cronica da doenca inicia-se cerca de dois a quatro meses apos o final da fase

aguda. Este periodo é marcado pela escassez de parasitos no sangue e pelos

elevados niveis de anticorpos.

Estudos realizados em zona endémica mostram que cerca de 20-30% dos
individuos infectados desenvolvem, na fase cronica, a cardiomiopatia chagasica, que

representa a maior causa de faléncia congestiva do coracdo na América Latina,



21

acometendo mais de 3 milhdes de pessoas (PETHERICK, 2010). Outros 8-10% dos
individuos infectados desenvolvem a forma digestiva, que é caracterizada por lesdes
teciduais de intensidade variavel na rede neuronal mioentérica, o que origina
diversos graus de alteracbes anatdbmicas e funcionais do es6fago e do célon.
Contudo, a maioria dos pacientes (50-60%) pode permanecer por um longo periodo
de laténcia clinica, denominado de forma indeterminada, caracterizada pela
auséncia sintomatologia relacionada com o0 coracdo e o0 sistema digestivo,
apresentando apenas a sorologia positiva para a infeccao (SIQUEIRA-BATISTA, et
al., 2007).

Os portadores da forma indeterminada podem permanecer com auséncia de
sintomas por toda a extenséo de suas vidas ou podem iniciar uma lenta e gradativa
progressdo para as formas sintomaticas (Figura 2). Assim, esta fase indeterminada
da doenca, sempre despertou grande interesse médico e cientifico, pois se acredita
que € durante este periodo clinico que € determinada a evolucdo para as demais
formas clinicas crénicas. Desta forma, a elucidacdo do mecanismo pelo qual ocorre
esta evolucéo clinica, representa um grande desafio cientifico e poderia fornecer
novos alvos terapéuticos e marcadores de progndstico, que auxiliassem a

comunidade médica em sua conduta medicamentosa e manejo dos pacientes.
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Fase aguda Fase cronica
Formaclinica Formaclinica cardiaca
Inderteminada e/oudigestiva

Nivel de parasitano sangue e tecido

N\ f

Intensaativacao rilsa:::a;ii?u?e pathgﬂéanrgzgiigu;ida
darespostaimune especifica ao T. cruzi pelo parasita

Figura 2. Formas clinicas da doenga de Chagas. Fonte: Adaptado de JUNQUEIRA et al., 2010.

Para a determinacdo das formas clinicas cronicas e sua gravidade, os
exames de eletrocardiograma, ecocardiograma e as radiografias do térax e do
abddémen séo realizados. Contudo, esses métodos, além de terem uma sensibilidade
limitada, s6 detectam as formas moderadas e graves, sem detectar as alteracbes
primarias da doenca, além de nao fornecerem seu prognostico (OLIVEIRA JR et al.,
1996). Desta forma, devido a elevada prevaléncia e morbidade da doenca, o
desenvolvimento de pesquisas que visem a identificacdo de marcadores de
evolucdo clinica é de grande importancia, no sentido de melhor tratar muitos
individuos que ja apresentam os graves acometimentos clinicos, mas que carecem
de um tratamento especifico, e no sentido de poder realizar um melhor
acompanhamento daqueles que ainda permanecem assintomaticos, contudo sem

prognaostico precoce.

Com relacdo ao diagnéstico etiologico, na fase aguda da infecgéo, este pode
ser facilmente realizado utilizando-se métodos parasitolégicos convencionais diretos

(esfregacos, gota espessa, exame a fresco e método de Strout) ou indiretos
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(xenodiagnodstico e hemocultura). Na fase cronica, devido a uma baixa parasitemia o

diagnéstico laboratorial € realizado preferentemente empregando métodos
sorolégicos (GOMES, 1997).

Os métodos soroldgicos atualmente mais empregados para o diagnéstico da
infeccdo crbnica da doenca de Chagas bem como para triagem de doadores em
bancos de sangue sdo a hemaglutinacdo indireta, imunofluorescéncia indireta e
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude, para um diagnoéstico sorolégico confiavel é necesséario obter resultados
concordantes em pelo menos dois testes soroldgicos de principios metodolégicos
diferentes (BRASIL, 2005). Porém, na triagem da doenca de Chagas em bancos de
sangue é recomendada a utilizacdo de apenas um teste soroldgico, sendo este um
ELISA de alta sensibilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA,
2004). Neste contexto, € importante ressaltar que apesar do diagndstico laboratorial
de fase cronica encontrar-se bem consolidado, o desenvolvimento de kits de fase
aguda e testes que possam avaliar a cura poés tratamento etioldgico, ainda

representa um grande desafio.

Com relacdo a terapéutica utilizada na doenca de Chagas, esta é feita
basicamente pelo uso de um dos medicamentos: o nifurtimox ou o benzonidazol
que, além de serem parcialmente eficazes apenas na fase aguda (CANCADO,
1985), devido ao potencial de cura parasitolégica depender do tipo de cepa
albergada, sdo muito toxicos (ANDRADE; MAGALHAES; PONTES, 1985).

Atualmente, um estudo randémico vem sendo realizado com individuos
portadores de cardiopatia chagasica em diversos paises, com o objetivo de avaliar a
eficacia do tratamento com benzonidazol na fase crénica da doenga (MARIN-NETO
et al., 2008). Além disso, vém sendo realizadas pesquisas que objetivam a
identificacdo de novos farmacos para tratamento da fase crbnica e com menores
efeitos colaterais, como, por exemplo, o composto K777 que passou pelos testes
pré-clinicos e se encontra pronto para entrar na fase clinica com um bom indicativo
de chance de se tornar um novo farmaco antichagasico (SOUZA, 2014). Contudo, se
faz necessério o desenvolvimento de posologias e formula¢des pediatricas, visto que

este publico alvo € o principal afetado pela transmissdo vetorial em areas de

transmissao ativa e o que apresenta o melhor beneficio com menor desenvolvimento



24

de efeitos colaterais.

Desta forma, de acordo com o que foi exposto, observamos que o0s
enfrentamentos no campo da doenca de Chagas ainda estdo longe de ter um fim.
Estes necessitam ser assumidos por grupos de pesquisa que possam atuar no
melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese das diferentes
formas clinicas observadas na fase cronica, e assim contribuir para a identificacéo
de novos alvos terapéuticos e de marcadores de progndéstico; no desenvolvimento
de kits sorolégicos que possam ser empregados na fase aguda da doenca; e no
desenvolvimento de novas drogas para tratamento etiolégico bem como o

desenvolvimento de formula¢des pediéatricas.

2.3 Aspectos imunopatolégicos

A cardiopatia cronica observada em portadores de doenca de Chagas
apresenta alta gravidade e pior prognéstico que cardiopatias de outras etiologias, e
diversas sao as hipéteses postuladas na tentativa de melhor explicar o dano tissular
cardiaco que é observado. Dentre estas, estdo o envolvimento de processos de
auto-imunidade (BONNEY;ENGMAN, 2008), genética do hospedeiro (DEL PUERTO
et al., 2012), genética do parasita (RODRIGUES et al., 2010) e a resposta imune

especifica do hospedeiro elaborada ao parasita.

Achados histopatologicos tém evidenciado a ocorréncia de infiltrado
leucocitario mononuclear e escassez de parasitas, denotando o envolvimento de um
processo inflamatério exacerbado na patofisiologia desta miocardite (LANNES-
VIEIRA et al., 2009). Além disso, é proposto que individuos cardiopatas apesar de
manterem uma resposta imune eficaz ao parasita ndo teriam a mesma capacidade
imunorregulatéria e/ou imunomodulatéria que os individuos indeterminados,
persistindo com um processo inflamatorio acentuado com consequentes efeitos
deletérios para o tecido (SATHLER-AVELAR et al., 2009). Desta forma, a
identificacdo de moléculas envolvidas no controle e/ou manutencdo desta
inflamacgé&o, que ndo alterem a resposta imune especifica ao parasita, seriam alvos

eficazes para o tratamento de pacientes cardiopatas, bem como para o
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monitoramento da progressao da doenca em pacientes indeterminados.

2.3.1 Resposta imune humoral

Diversos estudos vem sendo realizados na tentativa de identificar uma
resposta imune humoral que pudesse ser diferencial entre as formas clinicas
cronicas da doenca de Chagas. Neste sentido, ja foram observados niveis mais
elevados de anticorpos liticos no soro de pacientes indeterminados em relacdo aos
individuos cardiopatas, sugerindo que este grupo de imunoglobulinas apresente
papel protetor (KRETTLI; BRENER, 1982; MONTALVAO, et al., 2010). Por outro
lado, o estudo de outras classes de anticorpos, sugere sua participacdo na
patogenia da doenca, uma vez que foram encontrados anticorpos reativos contra
diversas estruturas do hospedeiro em individuos chagasicos cronicos (GIRONES, et
al., 2005; LEVITUS, et al.,1991).

Além disso, ja foi demonstrado que a presenca de anticorpos IgA especificos
as formas amastigota ou epimastigotas do parasita pode esta relacionada com o
desenvolvimento da forma clinica crénica digestiva (PRIMAVERA, et al. 1988, 1990,
MORGAN, et al., 1996), e maiores niveis de IgM também j& foram encontrados em
pacientes cardiacos em comparacdo com pacientes indeterminados, associando
este resultado a hipétese da autoimunidade na doenca de Chagas (MORGAN et al.,
1996). O monitoramento da resposta imune humoral de pacientes com a forma
cardiaca foi realizado por Zauza e Borges-Pereira (2001) durante 10 anos. Por meio
deste estudo, os autores verificaram que o agravamento da cardiopatia nesse grupo
de pacientes apresentou uma correlagdo positiva com o aumento dos titulos de IgG
total para antigenos complexos de T. cruzi. Desta forma, os autores afirmaram que a
intensidade da resposta imune humoral, representada por essas imunoglobulinas,

esteve diretamente associada a evolucéao clinica da cardiopatia chagasica cronica.

Assim, estes estudos demonstram a importancia que o conhecimento acerca
do papel das imunoglobulinas possui no desenvolvimento da imunopatologia da

doenca de Chagas.
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2.3.2 Resposta imune celular

Com relacédo a resposta celular, trabalhos pioneiros mostraram que células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes indeterminados ou
cardiacos sdo capazes de proliferar quando expostas, in vitro, a antigenos do
parasita e a componentes do hospedeiro (BARROS-MAZON et al, 2004; DUTRA et
al., 1997; DUTRA et al, 2000). Além de proliferarem em resposta a esses estimulos,
PBMC de pacientes chagéasicos, especialmente células T CD4+ e mondcitos,
produziram uma grande quantidade de citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias
(SOUZA et al., 2004). Assim, acredita-se que essas células sejam fundamentais em
orquestrar a resposta imune nos pacientes chagasicos, influenciando a evolugéo
clinica destes. Por isso, diversas investigacdes tém sido realizadas com o objetivo
de se caracterizar, fenotipica e funcionalmente, diferentes populacdes celulares e
assim compreender seu papel no estabelecimento de respostas protetoras ou
patogénicas frente a infec¢cdo com T. cruzi.

Neste sentido, foi observado que uma freqiéncia elevada de células T
ativadas CD4+CD28- no sangue periférico de pacientes chagasicos estaria
associada com a expressao de TNF-a e /IL-10 em pacientes das formas cardiaca e
indeterminada, respectivamente, sugerindo papéis funcionais distintos para essas
células (DUTRA et al., 1996; MENEZES et al., 2004). Ja células T CD8+ ativadas
com expressdao de granzima A e TNF-a seriam predominantes no infiltrado
inflamatorio associado as lesGes cardiacas da doenca (REIS, 1993). Além disso,
acredita-se que a producao local de citocinas como IL-15 e IL-7 contribua para a
sobrevivéncia das células T CD8+ no tecido cardiaco (FONSECA et al., 2007). Um
dado interessante é que células com fendtipo consistente com o de populacdes
regulatorias, CD4+CD25high e NKT (CD3+CD16-CD56+), foram encontradas no
sangue periférico de individuos indeterminados, sugerindo que a falta de populacdes
regulatorias em individuos sintomaticos poderia levar a exacerbacdo das atividades
citotoxicas, culminando em dano tecidual (VITELLI-AVELAR et al., 2005).

Recentemente, a dosagem de citocinas em plasma de 176 portadores de
doenca de Chagas crbnica evidenciou maiores niveis para IL-10 em pacientes

indeterminados em comparagdo aos pacientes com cardiomiopatia dilatada, com
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estes ultimos em contrapartida, apresentaram elevados niveis para as citocinas
inflamatorias IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL1-B8 (SOUSA et al., 2014). Neste sentido,
autores ja demonstraram uma clara associacdo entre a expressdo de IFN-y e a
ocorréncia de doenca cardiaca grave, sugerindo, na fase crénica, uma relagédo entre
a producao de IFN-y e a morbidade da doenca (CORREA-OLIVEIRA et al, 1999).
Além disso, ja foi mostrado que clones de células T derivadas do infiltrado
inflamatorio de pacientes chagasicos cardiopatas sao excelentes produtores de IFN-
y (CUNHA-NETO et al, 2006).

Por outro lado, estudo conduzido por Bahia-Oliveira e colaboradores (2000)
verificou que pacientes chagéasicos tratados curados apresentavam uma maior
producdo de IFN-y que os néo curados, sugerindo um papel protetor para essa
citocina no processo de cura associada ao tratamento quimico. Corroborando essa
hipotese, foi demonstrado que o tratamento de pacientes indeterminados, no inicio
da fase cronica, levou a producdo de IFN-y (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998). Além
disso, embora a producao de IL-10 seja correlacionada com o estabelecimento de
um perfil modulatério em pacientes indeterminados da doenca, esta citocina, de
perfil anti-inflamatério, também foi produzida por PBMC de pacientes cardiopatas
(SOUZA et al., 2004).

Assim, como podemos observar na Figura 3, crescentes evidéncias suportam
a hipétese de que um fino balanco entre citocinas pré e anti-inflamatorias derivadas
de distintas subpopulacdes de células T exerca um papel crucial em prevenir danos
teciduais ao hospedeiro (DUTRA; GOLLOB, 2009; ANDRADE; GOLLOB; DUTRA,
2014).
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Figura 3. Modelo esquematico de mecanismo de imunopatogénese da doenca de Chagas crénica. Na
fase aguda da doenca, ocorre a ativacdo de macréfagos e células Natural killer (NK) bem como a
producé@o de anticorpos pelas células plasmaticas. Esses eventos levam ao controle dos niveis de
parasitas, observado nos estagios finais desta fase e ao longo da fase cronica. A produgdo de
citocinas por células NK e macrofagos ativam diversas subpopulacdes de células T, tais como CD4+
e CD8+. A producéo de IL-10 e outras moléculas anti-inflamatorias por estes subtipos celulares pode
contribuir para um controle da resposta imune, reduzindo os danos do tecido e permitindo que a
doenga progrida para a fase cronica apresentando uma forma assintomatica (indeterminada). Por
outro lado, a predominéncia de um ambiente inflamatério esta associada a uma progressao para a
fase crénica com estabelecimento das formas sintomaticas (cardiaca e digestiva). Fonte: Adaptado de
ANDRADE; GOLLOB DUTRA. (2014).

Interessantemente, Laucela et al. (2004) demonstraram correlacdo inversa
entre niveis de células T CD8+ produtoras de IFN-y e gravidade da doenca de
Chagas. este estudo, o qual analisou a resposta especifica para peptideos ou para
lisado total de T. cruzi, em conjunto com os dados de maior resposta em pacientes
residentes em area endémica, sugere que células de memoria produtoras de IFN- y
sao cruciais para o controle da infeccdo e da progressao para formas sintomaticas
graves. Além disso, um estudo em camundongos sugeriu que células regulatorias T

CD4+CD25+ néo teriam participagéo efetiva na imuno-regulagéo da resposta imune
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anti-T. cruzi, visto que a deplecdo das mesmas nao alterou o curso da infeccéo
aguda ou crénica pelo parasito (MENEZES; TEIXEIRA; DUTRA, 2009).

Desta forma, embora muitos conhecimentos tenham sido adquiridos em
relacdo a resposta imune de pacientes chagésicos, importantes aspectos ainda ndo
foram esclarecidos. E possivel que mecanismos imunoldgicos envolvidos na
interacdo conjunta de células do sistema imune, além da susceptibilidade genética
diferencial do hospedeiro, ocasionem uma patologia altamente complexa, impondo
dificuldades para o desenvolvimento de vacinas e imunoterapias eficientes (DUTRA
et al., 2009). Assim, considerando-se a complexidade das interagbes parasita-
hospedeiro, € improvavel que apenas um braco do sistema imunologico esteja
associado a evolucdo da doenca, sendo esta o resultado da interacdo dos diversos
compartimentos do sistema imune que incluem, desde o direcionamento pela da
imunidade inata, a interacdo entre as diversas células bem como sua funcéo e o

balanco da producdo de mediadores como citocinas, quimiocinas e seus receptores.

2.3.2.1 O papel das quimiocinas e seus receptores

Quimiocinas séo citocinas quimiotaticas de baixo peso molecular (8-12 kDa) e
com aproximadamente 70 a 80 aminoacidos de comprimento. S8o conhecidas cerca
de 50 quimiocinas, todas possuem estruturas terciarias similares e sédo classificadas
em quatro subfamilias (C, CC, CXC e CX3C) de acordo com o0 numero e
espacamento dos aminoacidos existentes nos dois primeiros residuos de cisteina de
sua extremidade N-terminal (GUERREIRO, et al., 2011). Aléem da divisdo nestas
guatro subfamilias, as quimiocinas podem também ser classificadas a nivel funcional
como homeostasicas ou inflamatorias, ou de forma menos usual, podem também ser

representadas pelas letras do alfabeto grego a, B, y e O.

Inicialmente, as quimiocinas foram descobertas pela sua capacidade de
controle da adeséo, quimiotaxia e ativacdo leucocitaria. No entanto, sabe-se hoje
gue seus efeitos estendem-se para além da atracdo de leucdcitos para os sitios de
inflamacgédo, estando envolvidas também em processos de angiogénese,

hematopoiese, desenvolvimento embriolégico, recirculacdo de leucdcitos,
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desenvolvimento de linfocitos T e B, maturacédo de células dendriticas, inflamacéo e
infeccdo, crescimento tumoral e metastase (OLIVEIRA, et al., 2007). Logo, o
crescente interesse no papel das quimiocinas e seus receptores deve-se ndo sO as
suas propriedades quimioatrativas, mas também a sua possivel contribuicdo nos

demais processos imunologicos.

As quimiocinas medeiam as suas funcbes através da ligacdo a receptores
transmembranares de sinalizacdo intracelular acoplados a proteinas G. Estes, séo
classificados de acordo com suas especificidades para as classes existentes de
quimiocinas, por exemplo, receptores CCRs reconhecem quimiocinas CC e
receptores CXCRs reconhecem quimiocinas CXC. A maioria dos receptores se liga a
mais de uma quimiocina e uma mesma quimiocina pode ligar-se a mais de um
receptor (COMERFORD; MCCOLL, 2011). Apés a ligacdo da quimiocina em seu
receptor, ocorre a ativagdo de proteinas G, iniciando uma cascata de transducado de
sinais que gera segundos mensageiros como AMPc (adenosina monofosfato ciclico),
IP3 (inositol trifosfato) e calcio. As vias de transducdo de sinais ativadas pelas
guimiocinas promovem desde modificacées na transcricdo génica até a ativacao de
integrinas nos leucdcitos, geracdo de radicais livres por fagocitos, liberacdo de
histamina dos basdfilos, e ativacdo de proteases de neutrdfilos (BILATE, 2007).

Assim, diversos estudos tém demonstrado que esses fatores podem ter
grande contribuicdo no desenvolvimento de doencas inflamatdrias e crbnicas
(LUSTER et al., 1997; GOTTLIEB et al., 1998; KODALI et al., 2005; POPE et al.,
2005), visto que o tipo de infiltrado inflamatorio que caracteriza uma determinada
doenca é controlado, em parte, pelo subgrupo de quimiocinas expresso no tecido
afetado (CHOLLET-MARTIN et al., 1993).

Contudo, o papel de quimiocinas e seus receptores na doenca de Chagas
humana ainda é pouco conhecido. E observado que no inicio da infec¢do pelo T.
cruzi, quando este invade as células epiteliais e macrofagos do hospedeiro, produtos
provenientes de suas forma tripomastigotas como as glicoproteinas semelhante as
mucinas ancoradas ao glicosilfosfatidilinositol (tGPI mucinas) e o DNA parasitario,
sejam o0s principais fatores responsaveis por induzir a sintese de citocinas pro-
inflamatorias e quimiocinas (ALMEIDA; GAZZINELLI, 2001)(TEIXEIRA et al., 2002).

A partir de estudos utilizando animais de experimentacéo, foi observado que a
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expressédo e produgdo de B-quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5, possui
atuacao sinérgica ao induzir a isoforma da enzima Oxido nitrico sintase (iINOS) em
macréfagos, demonstrando assim um papel protetor na infeccdo pelo T. cruzi
(ALIBERTI et al., 1999) visto que os macréfagos sao células efetoras essenciais no
controle e eliminacdo do parasita. Também foi observado que estas quimiocinas,
bem como as citocinas inflamatérias IL-18, IFN-y e TNF-a, foram produzidas por
cardiomidcitos de camundongos infectados e associadas a inducdo da iNOS, altos
niveis locais de nitrito e uma notavel atividade tripanocida (MACHADO et al., 2000).
Além disso, foi observado que algumas quimiocinas como CXCL9, CXCL10, e CCL5,
produzidas por macrofagos pro-inflamatérios, permanecem em niveis elevados apos
a fase aguda e que niveis altos dessas quimiocinas durante a fase cronica
coincidiram com o aumento da expressao de IFN-y e com o grau de inflamacéo no
coracao, sugerindo distintos papéis para essas moléculas em ambos defesa do
hospedeiro e desenvolvimento da imunopatologia da doenca de Chagas (TALVANI
et al., 2000; HARDISON et al., 2006).

Em outro estudo, também foram obsevados altos niveis de CXCL9, CXCL10 e
CCL5 concomitante ao aumento do infiltrado de células TCD8+ ativadas no tecido
cardiaco de camundongos infectados (DOS SANTOS et al.,, 2001). Contudo, em
estudo conduzido por Petray et al. (2002) ao ser realizada a neutralizacdo de
CCL3/MIP-1a, apesar de ser observada uma diminui¢cdo do infiltrado macrofagico no
baco dos animais, observou-se um aumentou da inflamacao em seu tecido cardiaco
concomitante a uma elevacgao nos niveis de parasitas teciduais. Assim, juntos, estes
resultados demonstram uma complexa interagdo onde quimiocinas especificas

podem estar exercendo distintos papéis na patofisiologia da doenca.

Em animais knockout para IFN-y, foram encontrados baixos niveis de CCL?2,
CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 e significante reducdo do infiltrado leucocitario
(ALIBERTI et al.,, 2001). Resultados semelhantes também foram observados em
camundongos knockout para CCR5 (MACHADO et al., 2005), bem como em animais
tratados com o inibidor para CCR5 (Met-Rantes) (MARINO et al., 2005).
Demonstrando, o envolvimento destas quimiocinas no desenvolvimento do processo
inflamatorio no tecido cardiaco nestes animais e a modulacdo de sua expressao por
citocinas proinflamatorias como IFN-y. Além disso, o tratamento de animais com

Met-RANTES além de nao interferir nos niveis de parasitas, diminuiu
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significativamente o infiltrado leucocitario por células T CD4+ e CD8+, CCR5+,
concomitantemente a uma diminui¢cdo na deposicdo de fibronectina (MARINO et al.,
2004). Desta forma, a grande concentracdo de células CCR5+ no tecido cardiaco
embora ndo seja crucial para o controle do parasita, parece ser critica para o
desenvolvimento da miocardite. Desta forma, os receptores para [-quimiocinas

parecem ser promissores alvos terapéuticos na avaliacdo da infeccéo pelo T. cruzi.

Assim, pode ser observado que a interacdo de células da imunidade inata
com as formas tripomastigotas de T. cruzi desencadeia a producdo de inuUmeros
mediadores envolvidos na regulacdo da resposta imune. Além disso, a sintese de
citocinas e quimiocinas induzidas pelo T. cruzi € decisiva para o desenvolvimento da
resposta imune adaptativa que esta envolvida no controle parasitario e na formacéo
das lesbes caracteristicas da fase cronica da doenca de Chagas (REZENDE-
OLIVEIRA et al., 2012) (Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo proposto de atuacdo de quimiocinas na doenca de Chagas experimental.
Controle da infeccado pelo T. cruzi na fase aguda e estabelecimento da miocardiopatia na fase cronica
da doenca. Fonte: a autora.

Estudos em humanos, ainda sdo escassos e a expressao e o papel do
sistema de quimiocinas ndo foram estudados com muito detalhe. Neste contexto, ja
foram observados niveis elevados para co-expressdo de receptores de quimiocinas
e citocinas de perfil inflamatério (Thl) CCR5-IFN-y, CXCR3-IFN-y, e CXCR3-TNF-a
em portadores de doenca cardiaca em comparacdo aos indeterminados, por outro
lado, os individuos indeterminados apresentaram maiores niveis de co-expressao
para receptores e citocinas do perfil imunomodulatério (Th2) CCR3-IL-10 e CCR3-IL-
4 (GOMES et al.,, 2005). Indicando que os receptores para quimiocinas podem
realmente estar envolvidos no desenvolvimento precoce da cardiomiopatia
chagéasica. Mais recentemente, em estudo que buscou avaliar 0os niveis séricos para
guimiocinas em individuos chagasicos cronicos observou-se que 0S niveis para
CCL2, CXCL9 e CXCL10 estiveram mais elevados nos pacientes cardiopatas e

correlacionados a piora da fungéo cardiaca nesses individuos (SOUZA et al., 2014).

Interessantemente, Talvani et al. (2004) observaram uma maior expressao
dos receptores CCR5 e CXCR4 por células CD4+, CD8+ e CD14+ de pacientes com
disfuncédo cardiaca leve em relacdo aqueles com disfuncdo cardiaca grave. Além
disso, eles observaram uma correlacdo positiva para a fragcdo de ejecdo e negativa

para o diametro diastélico do ventriculo esquerdo com 0s niveis desses receptores.
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Desta forma, os autores levantam duas possiveis explanacoes, a primeira considera
gue sendo os receptores CCR5 e CXCR4 importantes para o controle da doenca na
fase aguda, é possivel que os pacientes com menor expressao de CCR5 e CXCR4
nesta fase possuam dificuldade em controlar a infeccdo de forma adequada e,
portanto, sejam mais propensos a desenvolver uma infeccao crénica mais grave. No
entanto, ndo existem dados na literatura que possam suportar esta hipotese.
Alternativamente, a menor expressdo para CCR5 e CXCR4 observada em pacientes
com doenca mais severa poderia ser devido a acentuada disfuncdo no tecido
cardiaco, visto o remodelamento do tecido cardiaco modifica os parametros imunes

em individuos infectados com disfuncéo cardiaca grave.

Ao estudar a susceptibilidade genética que polimorfismos em genes de
guimiocinas e seus receptores poderiam conferir, Calzada et al. (2001) observaram
uma maior frequéncia para o polimorfismo na regido promotora para o gene do
receptor CCR5 (CCR5 59029 A—G) em pacientes indeterminados em comparag¢éo
com portadores da forma cardiaca da doenca de Chagas. Assim, foi sugerido que a
diminuicdo da expressdo de CCR5 em células Thl pode proteger contra o

desenvolvimento de miocardiopatia chagasica neste grupo de pacientes.

Oliveira et al. (2015) ao analisar este mesmo polimorfismo observaram que o
genotipo A—G encontrado mais frequentemente em pacientes indeterminados pelo
estudo anterior, esteve em maior frequéncia nos pacientes com a forma croénica
digestiva da doencga, ja os pacientes cardiopatas apresentaram o genotipo A—A de
maior frequéncia para a expressao de CCR5. Além disso, ja foi observado que
variantes para os genes dos receptores CCR5 e CCR2, também referentes a maior
expressdo destes, estiveram correlacionados a maior severidade da forma cardiaca
da doenca (MACHUCA et al., 2014).

Em outro estudo, também foi observado que a variante para o gene de CCL2
(CCL2 -2518%/G), relacionada a um baixo nivel de transcricdo para este gene, se
comportou como um modificador genético do desfecho clinico para a infec¢éo por T.
cruzi, pois os individuos com o genaotipo homozigoto (CCL2 -25182/A) apresentaram
um risco quatro vezes maior de desenvolver a cardiopatia chagasica crénica do que
agueles sem este gendtipo (RAMASAWMY et al., 2006).

Desta forma, muito ainda necessita ser compreendido. Contudo, ndo ha
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duvidas que a avaliacdo da producéo de quimiocinas e seus receptores, por células
da resposta imunologica, em portadores de doenca de Chagas crbnica, possa
representar um caminho para o melhor entendimento das manifestacdes clinicas
observadas nesta imunopatologia. A tabela 1 lista os principais estudos realizados
na area até o momento, ressaltando a importancia destes tipos de abordagens para
o desenvolvimento de alvos terapéuticos e a identificacdo de marcadores

imunolégicos de fase cronica da doenga.
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Tabela 1: Principais estudos acerca do papel de quimiocinas e seus receptores na doenca de Chagas.

AU Modelo experimental Wit Principais Achados
Empregado
ALIBERT| | EXudato peritoneale RT-PCR/ | ) relago de CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5, &
macrofagos de Imunohisto- U o
etal., 1999 . L atividade da Inos e controle parasitario.
camundongos infectados guimica.
L Correlacdo de CCL2, CCL3, CCL4, CCLS5, IL-
MACHADO | Cardiomidcitos de RT-PCR 18, IFN-y e TNF-a, & indugéo da Inos e
et al.,, 2000 | camundongos infectados L
controle parasitario.
TALVANI Cardiomiécitos de RT-PCR Permanéncia de niveis elevados de CXCL9,
etal. 2000 | camundongos infectados CXCL10, e CCL5 ap6s a fase aguda.
ALIBERTI Camundongos knockout IFI/ Baixos niveis de CCL2, CCL3, CCL5, CXCL9
et al., 2001 para IFN-y e TNF RT-PCR e CXCL10 e reducdo do infiltrado leucocitario
Sangue periférico de . .
CALZADA individuos soronegativos PCR-RELP Polimorfismo no promotor_ do gene do CCR5
et al. 2001 - em pacientes assintomaticos
e pacientes com DChC
DOS Cardiomiécitos de RT-PCR/ Altos niveis de CXCL9, CXCL10 e CCL5 e
SANTOS : Citometria de . .
camundongos infectados aumento de células TCD8+ ativadas
et al., 2001 fluxo
PETRAY et _ Imunohisto- _ Neut[allzagao_de CCL,3 e aumentq dg
Camundongos infectados L inflamac&o no tecido cardiaco e nos niveis de
al. 2002 quimica. .
parasitas
RT-PCR/ Diminuicdo de células T CD4+ e CD8+, de
MARINO et Camqndqngos tratados Citometria de CCR5+, de IL-4 e da deposicéo de
al., 2004 | com o inibidor para CCR5 : i
fluxo fibronectina.
Avaliacio ex vivo do Maior expressdo de CCR5 e CXCR4 por
TALVANI ¢ : Citometria de CD4+, CD8+ e CD14+ de pacientes com
sangue total de pacientes . i . N
et al. 2004 fluxo disfuncdo cardiaca leve em relagdo aqueles
com DChC .
cardiopatas grave.
Co-expressao de receptores e citocinas
Cultivo de PBMC com inflamatérios (TH1) CCR5-IFN-y, CXCR3-IFN-
GOMES et stimulacdo por Ag de Citometriade | y, e CXCR3-TNF-a por pacientes cardiopatas
al., 2005 epimastigota, de fluxo e co-expressao de receptores e citocinas
pacientes com DChC imunomodulatérios (TH2) CCR3-IL-10 e
CCR3-IL-4 por pacientes assintomaticos.
MACHADO | Camundongos knockout .RT'PC.R/ Inibicdo da migracdo de células T ao tecido
Citometria de . . S o ~
et al., 2005 para CCR5 fluxo cardiaco e maior susceptibilidade a infeccéo.
HARDISO Correlagdo de altos niveis de CXCL9,
Cardiomiécitos de M. confocal/ | CXCL10, e CCL5 com aumento da expressao
N et al., . . z
2006: camundongos infectados RPA de IFN-y e com o grau de inflamag&o no
' coragao.
RAMASA s . . . .
Sangue periférico de Risco 4x maior para cardiopatia naqueles com
WMY et . PCR-RFLP . ;
al., 2006 pacientes com DChC polimorfismo para CCL2.
REZENDE- indivcl’:(!iJ LIJt(I)VsOs?)?:)ur:ir ggvos
OLIVEIRA . 9 ' ELISA Aumento dos niveis de CXCL9 e NO.
com tripomastigotas
et al., 2012
SOUZA et Sangue periférico de CBA Elevados niveis para CCL2, CXCL9 e CXCL10
al., 2014 pacientes com DChC em pacientes cardiopatas.
e Variantes polimorficas que confere aumento
MACHUCA Saf?gue periferico de PCR-RFLP na expressao de CCR2 e CCR5 e severidade
etal., 2014 pacientes com DChC ) : g
da cardiopatia chagésica.
e Frequéncia elevada para o polimorfismo que
OLIVEIRA Sangue periférico de =
etal, 2015 pacientes com DChC PCR-RFLP confere aumento na expressao de CCR5 por

pacientes cardiopatas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar, em individuos com doenca de Chagas crbnica, a associacao da
expressado fenotipica para receptores de quimiocinas (CCR1, CCR3, CCR4, CCR5,
CXCR2, CXCR3, CXCR4 e CXCR5) e da producao de quimiocinas (CCL2, CCLS5,
CXCL8, CXCL9 e CXCL10), com a presenca e gravidade da manifestacdo cardiaca.

3.2 Objetivos especificos

o Comparar a expressao fenotipica para o0s receptores de quimiocinas por
linfécitos T CD4+, CD8+ e CD4+CD8+ duplo-positivos, entre os portadores das

formas clinicas cronica cardiaca e indeterminada;

o Comparar a producdo de quimiocinas de sobrenadante de cultura celular

entre os portadores das formas clinicas crbnica cardiaca e indeterminada.
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4 MATERIAL E METODOS

Os ensaios laboratoriais presentes nesta secédo foram realizados no
Laboratorio de Imunoparasitologia/Depto. de Imunologia e no Nucleo de Plataformas
Tecnologicas (NPT), ambos do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes
(CPqAM/Fiocruz).

4.1 Tipo de estudo

Estudo analitico observacional do tipo caso-controle que buscou verificar em
individuos portadores de doenca de Chagas cronica, a associacao da producdo de
quimiocinas e da expressdo fenotipica para receptores de quimiocinas com a
presenca e gravidade da manifestacdo cardiaca. Para compor o grupo dos casos,
foram selecionados portadores da forma clinica cardiaca (CARD), confirmada por
exames clinico/complementares (exame fisico, eletrocardiograma, ecocardiograma,
raios-X de térax e de esbdfago), com resultados compativeis com a infeccdo pelo T.
cruzi. Este grupo foi subdividido em dois de acordo com a gravidade da cardiopatia:
os individuos com cardiopatia leve (CARD1) e os que apresentaram cardiopatia
severa (CARD2). Para compor o grupo dos controles, foram selecionados portadores
da forma clinica indeterminada (IND), confirmada pelos mesmos exames

clinico/complementares.

4.2 Populagao da pesquisa

Foram selecionados, no periodo de marco de 2013 a marco de 2015,
cinquenta e seis individuos (trinta mulheres e vinte e seis homens) portadores da
doenca de Chagas, procedentes e naturais do estado de Pernambuco e atendidos
no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE) - Universidade de Pernambuco, Recife-
PE.
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Atualmente, o referido local é considerado de referéncia estadual para o
acompanhamento e tratamento destes pacientes, sendo estimada em 2.000 a
populacdo de pacientes cadastrados e que frequentam suas instalagbes

periodicamente.

Os individuos participantes foram selecionados por nosso grupo de pesquisa
juntamente com médicos colaboradores deste estudo, de acordo com 0s seguintes
critérios: 1) possuir sorologia reagente para a infeccdo chagasica por dois testes de
principios metodoldgicos distintos, 2) possuir exames clinicos/complementares
(exame fisico, eletrocardiograma (ECG), ecocardiograma (ECO), radiografia (RX) de
térax e de es6fago) que permitiram  sua caracterizacdo nos estagios de
envolvimento cardiaco A, B (B1 e B2), C e D, estabelecida pela | Diretriz Latino-
Americana para o Diagnéstico e Tratamento da Cardiopatia Chagasica
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2011), 3) possuir exames
clinicos/complementares (hemograma completo e parasitolégico de fezes) para
avaliacdo do estado de saude global, atualizados e com resultados normais, 4)
apresentar auséncia de comorbidades (hipertensdo arterial e/ou diabetes e/ou
tireoidopatias e/ou e doencas inflamatorias/infecciosas), 5) apresentar auséncia de
dilatacdo do es6fago e/ou queixas digestivas (engasgos e constipa¢ao), e 6) nao ter
sido submetido ao tratamento etiolégico pelo benzonidazol até sua inclusdo no

projeto de pesquisa.

No grupo de individuos IND (N=20, média de idade de 53+11,84), estiveram
0s pacientes classificados no estagio A de envolvimento cardiaco, ou seja, aqueles
sem sintomas presentes ou pregressos de Insuficiéncia Cardiaca (IC) e com ECG,
ECO e RX de torax e es6fago normais. No grupo CARD 1 (n=20, média de idade de
64+9,5), estiveram os pacientes classificados no estagio B1, ou seja, aqueles que
apresentaram alteracfes eletrocardiograficas (disturbios de conducdo ou arritmias),
mas que ndo possuiam disfuncéo ventricular. Além disso, esses pacientes puderam
ter alteracdes ecocardiograficas discretas (anormalidades da contratilidade regional),
porém a funcdo ventricular global apresentou-se normal. O grupo CARD 2 (n=16,
média de idade de 59,6+9,5), foi composto por pacientes classificado no estagio C,
ou seja, aqueles com sintomas prévios ou atuais de IC e que possuiram disfuncdo

ventricular (New York Heart Association I, II, Il e 1V).

Todas as informacdes acerca dos aspectos clinicos dos pacientes foram
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registradas em formulario de pesquisa especifico, e obtidas através dos prontuarios
dos pacientes e informadas pelos médicos responsaveis. Neste formulario,
preenchido no momento da coleta de sangue, também foram registradas
informagcdes sociodemogréficas do paciente (idade, género e municipio de

residéncia e de origem).

4.3 Amostragem

As amostras foram obtidas pela demanda espontanea de pacientes que
aceitaram participar do estudo no momento da consulta clinica. Com o objetivo de
avaliar a diferenca de médias para receptores de quimiocinas entre os grupos de
pacientes cardiacos e indeterminados, foi realizado um célculo amostral baseando-
se nos dados encontrados pelo estudo de Talvani et al., 2004. Neste estudo, foi
avaliada a expressao dos receptores CCR1, CCR2, CCR5 e CXCR4 na superficie de
células sanguineas de portadores de doenca de Chagas crbnica e dependendo do
subtipo celular analisado foram encontradas diferencas de médias entre 0s grupos
de pacientes que variaram de 0,7 a 9,9 % cél. duplo-positivas. Desta forma,
utilizando-se o software Win episcope 2.0, e considerando-se para o célculo uma
significancia do teste de 5%, Power de 80% e uma razdo entre 0 nimero de casos e
controles de 1:1, o tamanho amostral para amostras independentes (bi-caudal)
variou de 5 a 821 individuos por grupo, dependendo da diferenca de médias tomada
como referéncia. Assim, por ter sido observada uma variagdo muito grande na
estimativa do tamanho amostral, a amostra foi definida a partir de critérios de

disponibilidade ou conveniéncia.

4.4 Operacionalizag¢do e categorizacdo das variaveis

As variaveis dependentes e independentes foram categorizadas de acordo

com a sua natureza de poder ou ndo assumir diferentes valores (Tabelas 2 e 3).



Tabela 2. Operacionalizacdo e categorizacao das varaveis dependentes.
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VARIAVEIS DEPENDENTES

(Forma clinica cronica da doenca
de Chagas)

DEFINICAO

CATEGORIZAGCAO

Forma clinica
indeterminada

Individuos que ndo possuam
alteragGes cardiacas e/ou
digestivas, confirmada por
exames clinicos/complementares
(exame fisico, eletrocardiograma,
ecocardiograma, raios-X de torax
e de esbfago).

IND

Forma clinica
cardiaca grau leve

Individuos que ndo apresentem
alteracdes digestivas, contudo
com alterac¢des no
eletrocardiograma,
ecocardiograma e/ou raio-X de
térax que ndo representem
disfuncéo ventricular globa.

CARD1

Forma clinica
cardiaca grau severo

Individuos que n&o apresentem
alteracdes digestivas, contudo
com alterac¢des no
eletrocardiograma,
ecocardiograma e/ou raio-X de
térax compativeis com disfungéo
ventricular e insuficiéncia
cardiaca.

CARD 2

Tabela 3. Operacionalizagdo e categorizacdo das varaveis independentes.

VARIAVEIS LABORATORIAIS

Variaveis independentes

Definicdo

Categorizagéo

Expressao fenotipica para CCR1,
CCR3, CCR4, CCR5, CXCR2,
CXCR3, CXCR4 e CXCR5 por
linfécitos T

Propor¢cdo de linfécitos T Varidvel continua (%)

CD4+, CD8+ e CD4+CD8+
com expressao, na
superficie celular, para os
receptores de quimiocinas.
Método: citometria de fluxo.

Intensidade média de fluorescéncia
(MIF) para CCR1, CCR3, CCR4,
CCR5, CXCR2, CXCR3, CXCR4 e
CXCRS5 por linfécitos T

Intensidade média de Variavel continua (%)

fluorescéncia para
receptores de quimiocinas
na superficie de linfocitos T
Método: citometria de fluxo.

Elevada expressao fenotipica para
CCR1, CCR3, CCR4, CCRs5,
CXCR2, CXCR3, CXCR4 e CXCRS.

Proporcéo de individuos, por Variavel continua (% Acima do

grupo de pacientes, com cut-off)

valores superiores ao cut-
off. O valor do cut-off foi
estabelecido para cada
receptor estudado e obtido
calculando-se a media
aritmética dos valores
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médios de expressao
fenotipica obtido por todos
0s grupos de pacientes.

Producdo de CCL2, CCL5, CXCL8, Quantidade de quimiocinas Variavel continua (pg/ml)

CXCL9 e CXCL10. sollveis presentes no
sobrenadante de cultura
celular.

Método: CBA.

Elevada producdo de CCL2, CCL5, Proporcéo de individuos, por Variavel continua (% Acima do
CXCL8, CXCL9 e CXCL1o0. grupo de pacientes, com cut-off)
valores superiores ao cut-
off. O valor do cut-off foi
estabelecido para cada
quimiocina  estudada e
obtido  calculando-se a
media aritmética dos valores
médios de producdo obtido
por todos os grupos de
pacientes.

4.5 Antigeno soluvel de epimastigota

O antigeno soltvel foi obtido segundo Pereira et al. (2000). Para lIsso,
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion
Triptose) e mantidas em estufa incubadora a 27°C. Apos sete dias de cultivo, os
parasitos foram entdo lavados em solugcdo salina-PBS (0,15 M; pH 7,4) por
centrifugacdo e a massa Umida congelada. Posteriormente a massa foi
ressuspendida em inibidor de protease (Phenylmethanesulfonylfluoride-PMSF 1 mM
e Ethylenediamine tetraacetic acid- EDTA 1 mM), sendo realizada a ruptura dos
parasitos através de quatro ciclos de repeticdo do processo de congelamento em
nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a 37°C.

Apoés esta etapa, o lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi submetido entdo a centrifugagdo a 100.000 x g por 60min a 4°C
para separacdo das fracdes solluvel (sobrenadante) e insolivel (sedimento) do
antigeno de epimastigota (EPI). Apos esterilizacdo por filtragem do antigeno soluvel
de EPI em filtro Millipore 0,45 uM foi realizada a dosagem de proteina (kit DC Protein
Assay, Bio-Rad Laboratories), com posterior armazenamento a -70°C até o

momento de sua utilizac&o.



43

4.6 Coleta e cultura de sangue periférico

Foram coletados 9 mL de sangue em tubos contendo heparina sédica (para
cultivo celular, imunofenotipagem e CBA). Um mililitro de sangue total heparinizado
foi utilizado para cultivo em meio RPMI 1640 (SIGMA-ALDRICH®, St Louis, MO,
USA) suplementado com L-glutamina, 1% de antibi6tico (10,000 U de penicilina,
10,000 U de estreptomicina; SIGMA-ALDRICH®) e 10% de soro bovino fetal
(SIGMA-ALDRICH®), na presenca de fitoemaglutinina-PHA (GIBCO, Saranac, NY,
USA) (5ug/mL) (controle positivo), do antigeno solUvel de epimastigota-EPI (25
pg/mL) e uma cultura sem estimulo também foi realizada.. O volume final das

culturas foi de 2 mL, sendo incubadas a 37 °C, 5 % de CO, por 1 dia.

4.7 Imunofenotipagem

Apds o periodo de cultivo o sobrenadante da cultura foi retirado e
armazenado a -20°C para posterior quantificacdo de quimiocinas. As células
sanguineas foram tratadas com EDTA (20 mM) (SIGMA-ALDRICH®), seguido de
lavagem por centrifugacao (300g / 5min / T.A.) em PBS contendo 0.5% de albumina
sérica bovina (SIGMA-ALDRICH®) e 0.1% de azida sodica (SIGMA-ALDRICH®)
(PBS-Wash). O sobrenadante foi removido com auxilio de bomba a vacuo, restando
o volume final de 1 mL no tubo. Cem microlitros da suspensdo celular foram
depositados em tubos de poliestireno devidamente identificados contendo anticorpos
monoclonais de superficie (Figura 5). Apos incubacéo por 30 min ao abrigo da luz,
foram realizados procedimentos de lavagem com PBS-Wash por centrifugacéo (300
X g por 5 minutos). Apos estes procedimentos as células foram entdo estocadas a
4°C até o momento da aquisicdo em citbmetro de fluxo (FACScalibur - Becton
Dickson Immunocytometry Systems) onde 20.000 eventos dentro da regido de

linfocitos foram analisados através do software CellQuest Pro.
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Anticorpo
CD4
CD8
CCR1
CCR3
CCR4
CCR5
CXCR2
CXCR3
CXCR4
CXCR5

Fluorocromo

PerCP
FITC

AF
AF
PE
PE
PE
PE
PE
AF

Titulagédo (pL)

15
15
15
15
2,5
5
2,5
5
2,5
15

Clone
S3.5
3B5
5354
SF8
161

2D7/CCR5

6C6

1C6/CXCR3

1D9

PF8B2

Fabricante
Invitrogen™
Caltag
BDTM
BDTM
BDTM
BD™
BD™
BDTM
BDTM
BDTM

Figura 5. Anticorpos utilizados na imunofenotipagem. Legenda: (CD) Cluster of differentiation; (FITC)
Isotiocianato de fluoresceina; (PE) Ficoeritrina; (PercP) Proteina Clorofila Peridinina; (AF) Alexa Fluor;

(CCR) Receptor de B-quimiocina; (CXCR) Receptor de a-quimiocina. Fonte: A autora.

4.8 Aquisicéo e andlise por citometria de fluxo

A estratégia de aquisicdo baseou-se na selecdo da populacédo de linfécitos

(janela R1) através dos parametros de tamanho/granulosidade [Forward Scatter

Channel (FSC) versus Side Scatter Channel (SSC)] apresentados em graficos dot

plot. (Figura 6).
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Figura 6. Exemplo de aquisicdo demonstrando os parametros de tamanho (FSC) e de granulosidade
(SSC). Legenda: R1 — Marcacéo realizada para determinar a populacéo celular de linfécitos. Fonte: A

autora.
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Para avaliar a frequéncia dos linfocitos TCD4+ e o0s receptores de
qguimiocinas, foram analisados os quadrantes estatisticos FL3 (CD4) versus FL2
(CCR1, CCR3 e CXCR5) ou versus FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 e CXCR4),
(Figura 7).

100 10! 102 10®  10%
FL4-H

Figura 7. Exemplo de aquisi¢ao dos linfocitos T CD4+ no citdbmetro de fluxo. Legenda: (A) FL3 versus
FL2, demonstrando a marcacdo CD4 versus receptores de fluorescéncia FL2. (B) FL3 versus FL4,
demonstrando a marcacdo CD4 versus receptores de fluorescéncia FL4. Fonte: A autora.

De maneira semelhanta, para avaliar a frequéncia dos linfécitos TCD8+ e 0s
receptores de quimiocinas, foram analisados os quadrantes estatisticos FL1 (CD8)
versus FL2 (CCR1, CCR3 e CXCR5) ou versus FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3
e CXCR4) (Figura 8).
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Figura 8. Exemplo de aquisicdo dos linfocitos T CD8+ no citdmetro de fluxo. Legenda: (A) FL1 versus
FL2, demonstrando a marcacdo CD8 versus receptores de fluorescéncia FL2. (B) FL1 versus FL4,
demonstrando a marcacdo CD8 versus receptores de fluorescéncia FL4. Fonte: A autora.

Para avaliar a frequéncia dos linfocitos TCD4+CD8+ e o0s receptores de
quimiocinas foi analisado primeiramente o0s quadrantes estatisticos FL3 (CD4)
versus FL1 (CD8). A partir deste, foi realizado um novo gréfico dot plot selecionando-
se para andlise apenas a regido correspondente ao quadrante de dupla marcacao
CD4+CD8+ (janela R2). A partir desta nova regido de andlise foram entdo
contabilizadas as frequéncias obtidas nos canais de fluorescéncia FL2 (CCR1,
CCR3 e CXCR5) ou FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 e CXCR4). (Figura 9).
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Figura 9. Exemplo de aquisi¢cdo dos linfécitos T CD4+CD8+ no citdmetro de fluxo. Legenda: (A) FL1
versus FL3, demonstrando a marcacdo CD8 versus CD4. R2 - populacdo duplo positiva.. (B) FL3
versus FL2, demonstrando a marcagcdo CD4+CD8+ versus receptores de fluorescéncia FL2. (C) FL3
versus FL4, demonstrando a marcacdo CD4+CD8+ versus receptores de fluorescéncia FL4. Fonte: A
autora.

A avaliacdo da intensidade média de fluorescéncia (MIF) para os receptores
de quimocinas foi realizada a partir da analise de histogramas compostos por

namero de eventos da populacdo de linfécitos (delimitada no grafico FSC/SSC -
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janela R1) (eixo Y) versus a intensidade dos valores para fluorescéncia especifica

dos receptores (FL2 ou FL4) (regido M1, eixo X) (Figura 10).
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Figura 10. Exemplo de histograma para andlise de intensidade média de fluorescéncia (MIF).
Legenda: (A) SSC versus FSC, demonstrando a marcacgao para linfocitos, através da janela R1; (B)
Histograma demonstrando a MIF de receptores com fluorescéncia para FL2. (C) Histograma
demonstrando a MIF de receptores com fluorescéncia para FL4. Fonte: A autora.

4.9 Deteccgédo de quimiocinas em sobrenadante de cultura

A quantificagdo das quimiocinas CCL2, CCL5, CCL8, CXCL9 e CXCL10. em
sobrenadante de cultura foi realizada por Cytometric Bead Array (CBA) utilizando-se
0 kit comercialmente disponive Human Chemokine (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA)
de acordo com as recomendac¢des do fabricante. Na realizacdo do preocedimento,
foi adicionado um mix contendo beads de captura para cada quimiocina a tubos de
ensaio contendo as diluicbes padrao do kit, controles, as amostras clinicas e o
reagente de deteccdo, com posterior incubacdo por trés horas a temperatura
ambiente e ao abrigo da luz. O contetdo dos tubos foi entdo lavado (tampao de
lavagem) por centrifugacdo (200 x g por 5 minutos), com posterior descarte do
sobrenadante, sendo adicionado novamente o tampdo de lavagem para

armazenamento a 4 °C e posterior analise por citometria de fluxo.
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4. 10 Aquisicao e analise das Beads de quimiocinas por citometria de fluxo

A aquisicao das beads referentes a cada quimiocina foi realizada ap0s ajuste
dos parametros para deteccdo da fluorescéncia especifica pelo citbmetro de fluxo
através do canal FL3. Desta forma, a partir de grafico dot plot FSC (Forward Scatter)
versus SSC (Side Scatter) foram adquiridos 2.500 eventos na regido R1 (regido de
fluorescéncia de beads) e cada quimiocina avaliada de acordo o deslocamento e o
pico de fluorescéncia diferencial de sua respectiva bead (Figura 11). A aquisi¢ao foi
realizada no citdmetro de fluxo FACScalibur® (Becton Dickinson) e a andlise
realizada utilizando-se o software FCAP Array v3 (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA).
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Figura 11. Exemplo de aquisicdo de beads para quimiocinas. Legenda: (A) Grafico dot plot FSC
versus SSC. Legenda: R1 — Marcacao realizada para determinar a populacdo de beads. (B) Gréfico

de deslocamento diferencial das beads. (C) Grafico de fluorescéncia diferencial das beads. Fonte:
Adaptado do manual do Kit Human Chemokine (BD™).

4, 11 Andlise estatistica

Para avaliacdo da homogeneidade dos dados o teste de Bartlett foi


https://en.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes,_New_Jersey
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inicialmente aplicado. Para comparar as medias de expressdo fenotipica e
intensidade media de fluorescéncia para os receptores de quimiocinas, bem como a
produgcdo de quimiocinas em sobrenadante de cultivo, foi utilizado do teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s. Para se avaliar a elevada expressao
fenotipica para os receptores de quimiocinas e a elevada producédo de quimiocinas,
as frequéncias obtidas foram comparadas utilizando-se o teste de qui-quadrado. Em
todas as analises foi considerado um nivel de significancia de 5% (a=0,05). Os

softwares utilizados foram Excel 2010 e GraphPad Prism 5.0.

4.12 Consideracgdes éticas

Os individuos envolvidos nesse estudo tiveram participacdo voluntaria, tendo
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO A). Todas as
informacdes sobre o projeto de pesquisa foram fornecidas individualmente antes da
coleta de sangue, com o intuito de explicar os objetivos do trabalho e esclarecer que
os individuos eram livres para se recusarem a participar do estudo, bem como se
retirarem quando assim o desejassem, sem prejuizo ou dano no atendimento clinico
feito no Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto-
Socorro Cardiolégico de Pernambuco (PROCAPE)/UPE. A conduta de inclusdo dos
mesmos e 0s protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa do CPgAM/Fiocruz (CAEE: 0045.0.095.000-11)(ANEXO B). Os individuos
gue se recusaram a participar do estudo néo tiveram nenhum comprometimento

guanto ao seu acompanhamento médico.
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5 RESULTADOS

5.1 Producéo de quimiocinas e expressao de seus receptores em linfocitos T por
portadores cronicos da doenca de Chagas

Introducéao

Com elevada morbidade, a doenca de Chagas crbnica representa um sério
enfrentamento para a saude publica em regides endémicas [1]. Suas manifest¢cdes
clinicas variam de auséncia de sintomas e anormalidades estruturais (Forma
assintomatica ou indeterminada - IND) até desordens cardiovasculares (Forma
cardiaca - CARD) e/ou digestivas (Forma digestiva) [2]. Com o objetivo de entender
o mecanismo de desenvolvimento destas diferentes manifestacdes clinicas
observadas, diversos estudos foram conduzidos no sentido de esclarecer o papel da
resposta imune do hospedeiro frente ao Trypanosoma cruzi [3-14]. Desta forma,
estudos implicam diretamente a existéncia de um processo inflamatério exarcerbado
na auséncia de mecanismos imunomodulatérios como agente causal dos danos
tissulares observados nas formas sintomaticas [15].

Assim, considerando-se a grande contribuicio que quimiocinas e seus
receptores exercem para o desenvolvimento de diversas doencas inflamatérias e
cronicas [16-19], visto que controlam, a partir de seu subgrupo expresso no tecido
afetado, o tipo de infiltrado inflamatdrio que caracteriza uma determinada doenca
[20], tivemos como objetivo no presente estudo avaliar estes mediadores
imunologicos em portadores de doenca de Chagas crbnica, visando o entendimento
do processo inflamatorio estabelecido no tecido cardiaco nestes individuos, e
contribuindo desta maneira para a identificacdo de promissores alvos terapéuticos

bem como de marcadores imunolégicos de fase cronica da doenca.
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Métodos

Populacao de estudo

A selecdo de pacientes com doenca de Chagas crbnica foi realizado no
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardiologico de Pernambuco (PROCAPE) - Universidade de Pernambuco. Os
critérios de inclusdo foram: (1) possuir confirmacdo soroldgica para doenca de
Chagas por dois testes de principios metodolégicos distintos; (2) possuir exames
(eletrocardiograma, radiografia de térax, ecodopplercardiografia, e esofagograma) e
histéria clinica para a classificacdo nos estigios de acometimento cardiaco da
doenca segundo a | Diretriz Latino-Americana para o diagnéstico e tratamento da
cardiopatia chagéasica [21]; (3) apresentar auséncia de queixas digestivas e
comorbidades (hipertenséo arterial sistémica, diabetes, tireoidopatias e doencas
inflamatorias e/ou infecciosas) e (4) nao ter realizado tratamento etiolégico com
benzonidazol. Foram incluidos no estudo 56 individuos (trinta mulheres e vinte e seis
homens) agrupados da seguinte forma: um grupo IND (n = 20, média de idade de
53+11,84), pacientes classificados no estagio A de envolvimento cardiaco, ou seja,
agueles sem sintomas presentes ou pregressos de Insuficiéncia Cardiaca (IC) e com
ECG e RX de térax normais; um grupo CARD1 (n = 20, média de idade de 64+9,5),
pacientes classificados no estdgio B1, ou seja, aqueles que apresentaram alteracfes
eletrocardiogréficas (disturbios de conducdo ou arritmias), porém com funcéo
ventricular global normal; e um grupo CARD2 (n = 16, média de idade de 59,6+9,5),
pacientes classificados no estagio C, ou seja, aqueles com sintomas prévios ou

atuais de IC e que possuiram disfuncdo ventricular. Os protocolos descritos neste
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estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
CPgAM [/ Fiocruz (CAEE: 0032.0.095.000-10) de acordo com a Declaracdo de
Helsinque 1975, revisto em 1983, e os individuos que concordaram em participar
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido no momento de sua

inclusdo no estudo.

Antigeno soluvel de epimastigota (EPI)

A solucéo antigénica foi obtida segundo Pereira et al. (2000) [22]. Para isso,
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion
Triptose) e mantidos em estufa incubadora a 27°C. ApoOs sete dias de cultivo, os
parasitas foram entédo lavados em solucdo salina (Solugdo salina tamponada-PBS
0,15 M; pH 7,4) por centrifugacdo e a massa Umida congelada. Posteriormente a
massa foi ressuspendida em inibidor de protease (Fenilmetanosulfonilfluorido-PMSF
1 mM e Acido Etilenodiamino Tetra-acético-EDTA 1 mM), sendo realizada a ruptura
dos parasitas através de quatro ciclos de repetichio do processo de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a
37°C. Apoés esta etapa, o lisado foi centrifugado a 10.000 x g por 10 min a 4°C. O
sobrenadante foi submetido entdo a nova centrifugacéo a 100.000 xg por 60min a
4°C para separacdo das fracdes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (sedimento) do
antigeno de epimastigota (EPI). Apos esterilizagc&o por filtragem do antigeno solavel
de EPI em filtro Millipore 0,45 uM foi realizada a dosagem de proteina pelo kit DC
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories), com posterior armazenamento a -70°C até o

momento de sua utilizag&o.
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Cultura celular

Apés coleta de sangue em tubos contendo heparina sddica (BD Vacutainer), 1
mL de sangue foi cultivado na presence de 1 mL meio RPMI 1640 (SIGMA-
ALDRICH®, St Louis, MO, USA) suplementado com L-glutamina, 1% de antibiético
(10,000 U de penicilina, 10,000 U de estreptomicina; SIGMA-ALDRICH®) e 10% de
soro bovino fetal (SIGMA-ALDRICH®). As culturas foram incubadas a 37 °C com 5%
CO; por 1 dia, e estimuladas com fitoemaglutinina-PHA (GIBCO, Saranac, NY, USA)
(5ug/mL) (controle positivo), antigeno soluvel de epimastigota-EPI (25ug/mL) e uma

cultura sem estimulo também foi realizada.

Imunofenotipagem

ApoOs o periodo de cultivo o sobrenadante da cultura foi retirado e armazenado
a -20°C para posterior quantificacdo de quimiocinas. As células sanguineas foram
tratadas com EDTA (20 mM) (SIGMA-ALDRICH®), seguido de lavagem por
centrifugacéo (300g / 5min / T.A.) em PBS contendo 0.5% de albumina sérica bovina
(SIGMA-ALDRICH®) e 0.1% de azida sédica (SIGMA-ALDRICH®) (PBS-Wash).

As amostras foram incubadas com anticorpos de superficie anti-CD8 (clone:
3B5) (Caltag, Burlingame, CA, USA) conjugados ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC), anti-CD4 (clone: S3.5) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) conjugado ao
complexo proteico peridinina-chlorofil (PerCP), anti-CCR1 (clone: 5354), CCR3
(clone: SF8) e CXCRS5 (clone: PF8B2) (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA) conjugados
ao alexa fluor (AF) e anti-CCR4 (clone: 161), CCR5 (clone: 2D7/CCR5), CXCR2

(clone: 6C6), CXCR3 (clone: 1C6/CXCR3) e CXCR4 (clone: 1D9) (BD™, Franklin
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Lakes, NJ, USA) conjugados a ficoeritrina (PE). ApoOs lavagens as células
imunomarcadas foram estocadas a 4°C e posteriormente adquiridas e analisadas

por citometria de fluxo.

Aquisicdo e analise em citdmetro de fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACScalibur® (Becton
Dickinson), e um minimo de 20.000 eventos por amostra foram analisados. A
estratégia de aquisicdo baseou-se na selecao da populagéo de linfécitos através dos
parametros de tamanho/granulosidade [Forward Scatter Channel (FSC) versus Side
Scatter Channel (SSC)] apresentados em gréficos dot plot. Para avaliar a frequéncia
dos linfocitos TCD4+ e os receptores de quimiocinas, foram analisados o0s
quadrantes estatisticos FL3 (CD4) versus FL2 (CCR1, CCR3 e CXCR5) ou versus
FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 e CXCR4), da mesma forma, para avaliar a
frequéncia dos linfécitos TCD8+ e os receptores de quimiocinas, foram analisados
0s quadrantes estatisticos FL1 (CD8) versus FL2 (CCR1, CCR3 e CXCR5) ou
versus FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 e CXCR4). A avaliagéo da intensidade
média de fluorescéncia (MIF) para os receptores de quimocinas foi realizada a partir
da andlise de histogramas compostos por contagem de eventos da populacédo de
linfécitos (delimitada no grafico FSC/SSC) (eixo Y) versus o log dos valores para
fluorescéncia especifica dos receptores (FL2 ou FL4) (regido M1, eixo X). A
aquisicdo e andlise dos dados foram realizadas utilizando-se o software CellQuest

Pro.

Quantificagdo de quimiocinas
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A quantificagéo de quimiocinas em sobrenadante de cultura foi realizada por
Cytometric Bead Array (CBA) utilizando-se o kit comercialmente disponive Human
Chemokine (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA) de acordo com as recomendac¢des do
fabricante. Apds os procedimentos, os dados para quantificacdo das quimiocinas
CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10 foram adquiridos no citometro de fluxo
FACScalibur® (Becton Dickinson) e analisados através do software FCAP Array v3

(BD™ Franklin Lakes, NJ, USA).

Andlise estatistica

Para avaliacdo da homogeneidade dos dados o teste de Bartlett foi
inicialmente aplicado. Para comparar as medias de expressao fenotipica e
intensidade media de fluorescéncia para os receptores de quimiocinas, bem como a
producdo de quimiocinas em sobrenadante de cultivo foi utilizado do teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s. Para se avaliar a elevada produgéo de
guimiocinas, as frequéncias obtidas foram comparadas utilizando-se o teste de qui-
guadrado. Em todas as andlises foi considerado um nivel de significancia de 5%

(a=0,05). Os softwares utilizados foram Excel 2010 e GraphPad Prism 5.0.

Resultados

Expressao fenotipica para receptores de quimiocinas na superficie de linfécitos T

CD4+ e CD8+
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No presente trabalho observamos que os pacientes do grupo CARD1
(cardiopatia leve) apresentaram uma maior proporcao de células T CD4+CXCR5+
(ap6s estimulagdo com EPI) (p=0,038) e de células T CD4+CCR4+ (sem
estimulacdo) (p=0,038) em relacdo aos pacientes do grupo IND (indeterminados)
(Figura 1 A-B). Além disso, a MIF para o receptor CXCR5, em ambas as condi¢des
de estimulacéo (EPI, p=0,008) (SE, p=0,017), esteve mais elevada nos pacientes do

grupo CARD1 em comparacao aos pacientes do grupo IND (Figura 1 C-D).
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Figura 1. Expressdo (%) para CD4+CXCR5+ (A), CD4+CCR4+ (B) e intensidade média de
fluorescéncia (MIF) para CXCR5 (C-D), apos estimulagao com antigeno solGvel de epimastigota (EPI)
e sem estimulagdo antigénica (SE), em portadores das formas cronicas da doenca de Chagas.
Pacientes com a forma clinica indeterminada (IND) (n=20), forma cardiaca grau leve (CARD1) (n=20)
e forma cardiaca grau severo (CARD2) (n=16). As barras horizontais representam média aritmética e
erro-padrdo. Para comparacao dos grupos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de

Dunns. Diferencas significativas (p-valor<0,05) estao indicadas por setas e pelo simbolo (*) na figura.
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Obsevamos que os pacientes do grupo CARD2 (cardiopatia grave)
apresentaram células T CD8+ expressando os receptores CCR1 (apds estimulacao
com EPI) (p=0,020) e CCRS3 (sem estimulagao) (p=0,014), em maior proporgédo que
os pacientes do grupo IND (Figura 2 A-B). Além disso, nos pacientes do grupo
CARD2, a MIF para estes receptores, em ambas as condi¢bes de cultivo citadas
(CCR1/EPI, p=0,016) (CCR1/SE, p=0,015) (CCR3/EPI, p=0,115) (CCR3/SE,
p=0,030), também se apresentou aumentada em comparacdo aos pacientes do

grupo IND (Figura 2 C-D).
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Figura 2. Expressao fenotipica para células T CD8+CCR1+ (A) e T CD8+CCR3+ (B); e intensidade de
fluorescéncia (MIF) para CCR1 e CCR3 (C-D), apds estimulagdo com antigeno sollivel de
epimastigota (EPI) e sem estimulacdo antigénica (SE), em portadores das formas crdnicas da doenca

de Chagas. Pacientes com a forma clinica indeterminada (A) (n=20), forma cardiaca grau leve (B1)
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(n=20) e forma cardiaca grau severo (C) (n=16). As barras horizontais representam média aritmética
e erro-padrdo. Para comparacéo dos grupos foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de

Dunns. Diferencgas significativas (p-valor<0,05) estao indicadas por setas e pelo simbolo (*) na figura.

Para os demais receptores de quimiocinas avaliados, nenhuma diferenca
significativa foi observada acerca de sua expressdo na superficie de linfocitos entre

0s grupos estudados.

Producado de quimiocinas em sobrenadante de cultura celular

No presente trabalho observamos que apos o estimulo com EPI os pacientes
do grupo CARD2 produziram niveis significativamente maiores de CXCL10

(p=0,002) que os pacientes do grupo CARD1 (Figura 3).
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Figura 3. Producdo em sobrenadante de cultura (pg/mL) para CXCL10, apés estimulagdo com
antigeno sollvel de epimastigota (EPI) (A) e sem estimulagéo antigénica (SE) (B), em portadores das
formas cronicas da doenca de Chagas. Pacientes com a forma clinica indeterminada (A) (n=20),
forma cardiaca grau leve (B1) (n=20) e forma cardiaca grau severo (C) (n=16). As barras horizontais
representam média aritmética e erro-padrao. Para comparacdo dos grupos foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns. Diferencas significativas (p-valor<0,05) estdo indicadas por

setas e pelo simbolo (*) na figura.
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Elevada producéo para quimiocinas em sobrenadante de cultura celular

Com o objetivo de detectar a elevada producéo para quimiocinas, foi obtido
um cut-off correspondente & média dos valores de producdo de todos 0s grupos
avaliados (IND, CARD1 e CARD2), e os individuos dispostos acima (altos
produtores) ou abaixo (baixos produtores) desse valor, de acordo com seus niveis
de producado para as quimiocinas CCL2, CCL5, CXCL8, CXCL9 e CXCL10. Desta
forma, apds estimulo por EPI, foi observado que um maior percentual de pacientes
do grupo CARD2 apresentaram uma elevada produgéo para as quimiocinas CCL5
(68,75%) (p=0,042) e CXCL8 (87,50%) (p=0,022) quando comparado aos individuos
IND, e elevada producdo de CXCL10 (31,25%) (p=0,011) comparado aos pacientes
CARD1. Também observamos elevada producdo para CXCL8 por 80% dos
pacientes do grupo CARD1 em relacéo aos individuos IND. Com relagédo a andlise
sem estimulacao antigénica, ndo foram observadas diferencas significativas entre as

propor¢cdes de quimiocinas apresentadas pelos grupos avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Elevada producdo de quimiocinas em sobrenadante de cultura celular por portadores de

doenca de Chagas crénica baseado no cut-off (média global) com ou sem estimulacéo por EPI.

o Média Global Alto Produtor (%)
uimiocina (cut-off) IND  CARD1  CARD2
CCL5

EPI 4,84 (1,86 - 7,56) 30,00 60,00 68,75@
SE 4,07 (1,95 - 6,20) 45,00 60,00 43,75

CXCL8
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EPI 11,26 (1,47 - 14,80) 40,00  80,00® 87,50@

SE 8,01 (1,15 - 13,04) 50,00 45,00 62,50
CXCL10

EPI 25,04 (13,81 - 46,01) 20,00 00,00 31,25®

SE 28,35 (6,66 - 86,81) 45,00 20,00 31,25

EPI, antigeno sollUvel de epimastigota, SE, sem estimulacdo antigénica. Os dados expressam a
porcentagem de individuos que apresentaram valores de produgédo de quimiocinas maior ou igual a
media global (cut-off) calculado a partir dos valores de todos os grupos de pacientes avaliados.
Pacientes com a forma clinica indeterminada (IND) (n=20), forma cardiaca grau leve (CARD1) (n=20)
e forma cardiaca grau severo (CARD2) (n=16). Foi utilizado o teste de qui-quadrado e a significancia
estatistica (p-valor<0,05) esta representada pela letra (a) para comparacdo com os individuos do

grupo IND e pela letra (b) para comparacao com os individuos do grupo CARD1.

Discussao

Investigacbes acerca da etiopatogénese da miocardiopatia inflamatéria
observada em individuos cronicamente infectados com a doenca de Chagas,
atentam para mecanismos envolvendo processos de auto-imunidade [23], genética
do hospedeiro [24], genética do parasita [25] e a resposta imune especifica ao
parasita elaborada pelo hospedeiro [26]. Os mecanismos pelos quais esta resposta
€ estabelecida e regulada nos individuos infectados ainda ndo estdo completamente
esclarecidos.

Diversos estudos implicam, ao desenvolvimento das lesGes teciduais e
progresséo da doenca, uma resposta imune celular de perfil predominantemente Thl
com produgédo de citocinas como IFN-y e TNF-a [27-32] além da acdo de diferentes

classes de imunoglobulinas [33-37]. Contudo, a contribuicdo de outras
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subpopulacdes celulares e mediadores imunologicos responséveis pela ativacao,
adesdo e quimioatracdo destas células aos locais de inflamagédo, como quimiocinas
e seus receptores, também vém sendo investigados [38-40].

Neste sentido, no presente trabalho, observamos que pacientes com a
cardiopatia leve (CARD1) apresentaram uma maior proporcdo de células T CD4+
expressando o receptor CXCR5+ bem como maior MIF para CCR5 que 0s pacientes
assintomaticos (IND).

E de amplo conhecimento que os receptores CXCR5 e CCR7 séo
responsaveis pelo trafego e direcionamento dos linfécitos T e B até as regides
foliculares e perifoliculares de interacdo entre essas células nos 6rgéo linfoides
secundarios. Assim, células T CD4+CXCR5+ tem sido relatadas como células T
helper foliculares (TFh) ativadas apos contato com o antigeno, mais de polaridade
ainda nao definida, um estagio anterior a diferenciacdo Th1l/Th2, ou seja, 0 estagio
ThO [41]. Sabe-se que essa populacdo especifica de células TFh esta envolvida com
a inducdo da producdo de imunoglobulinas de alta afinidade por linfécitos B nos
foliculos secundarios e vem sendo implicadas no desenvolvimento de diversas
doencas auto-imunes. Contudo, além do receptor para quimiocinas CXCR5, este
subtipo celular expressa outros marcadores funcionais (BCL6, ICOS, CD40L, CD44,
OX40, BTLA, CCR7-, CD62-) [42] que também s&do necessarios a sua correta
classificagcdo. Além disso, células T de fenotipo CD4+CXCR5+FOXP3+ com elevada
expressdo para ICOS, presentes nos centros germinativos e atuantes na interagao
T-B, foram descritas como células T reguladoras foliculares (TFr) que teria por
funcdo inibir a acdo de células TFh regulando a inducdo da producéo de anticorpos

por essas células [43].
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Também ja foi observada elevada produgdo para CXCL13 (Unico ligante de
CXCR5) e células de fenotipo T CD4+CXCR5+ em focos de tecido linféide terciario
(dispersos ao redor de tecidos com inflamacao cronica) em doengas auto-imunes
como ldpus e artrite reumatoide, ou seja, locais fora dos orgdos linfoides
secundérios, levando-se a acreditar que estes sitios seriam de fundamental
importancia para a ativagdo e diferenciagédo de células T CD4+CXCR5+ de memodria
(TM) em novas células efetoras [41].

Assim, de acordo com as evidéncias encontradas em nosso estudo,
suspeitamos que as células T CD4+ expressando o receptor CXCR5 possam estar
contribuindo em processos autoimunes relacionados a etiopatogénese da
cardiopatia chagéasica nos individuos CARD1. Contudo, devido a pluraridade de
funcbes efetoras possiveis para estas células imunomarcadas, aliando-se a
auséncia de relatos anteriores para este subtipo celular na doenca de Chagas,
ponderamos serem necessarias maiores investigacdes avaliando-se um maior
namero de marcadores funcionais, para que se possa definir que subtipo de células
T CD4+CXCR5+ encontra-se predominante nesses individuos e assim inferir sua
correta participacdo no processo imunopatolégico da doenca.

No presente estudo, também observamos uma maior proporcdo de células de
fenétipo T CD8+CCR1+ bem como elevada MIF para o receptor CCR1 pelos
pacientes com cardiopatia grave (CARD2), em relagdo aos assintomaticos. Os
pacientes CARD2 também apresentaram uma elevada produgdo para as
quimiocinas CCL5 e CXCL8 com relacdo aos individuos IND, e uma elevada
producdo para CXCL10 com relacdo aos pacientes CARD1. Além disso, 0s
pacientes CARD1 apresentaram uma elevada producao para CXCL8 em relacao aos

individuos IND.
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Com relacdo a esta populacdo de células T CD8+CCR1+ encontrada e a
producdo de quimiocinas observada, estudos sugerem que a predominancia de
células T CD8+ em tecido miocéardico de individuos infectados esta intimamente
relacionada ao perfil de moléculas de adesao e receptores de quimiocinas exibidos
por estas células [44]. Desta forma, em tecido cardiaco de animais infectados pelo T.
cruzi ja foram observados altos niveis de quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CCL5
concomitante ao aumento do infiltrado de células TCD8+ ativadas [45]. Além disso,
foi observado que a maioria das células T CD8+ presentes no tecido cardiaco de
camundongos infectados expressavam o receptor para (-quimiocinas CCR5 [46].
Outro estudo mostrou que em animais knockout para IFN-y, foram encontrados
baixos niveis de CCL2, CCL3, CCL5, CXCL9 e CXCL10 e significante reducdo do
infiltrado leucocitario [47]. Resultados semelhantes também foram observados em
camundongos knockout para CCR5 [48], bem como em animais tratados com o
inibidor para CCR1/CCR5 (met-Rantes) [49]. Demonstrando o envolvimento de (3-
qguimiocinas induzidas por IFN-Y na manutencao do infiltrado inflamatério de células
T CD8+ no miocéardio, pelo recrutamento diferencial das células que exibam

receptores complementares a estas quimiocinas em sua superficie.

Estudos em humanos, ja evidenciaram niveis elevados para co-expressao de
receptores e citocinas de perfil inflamatério (Thl) CCR5-IFN-y, CXCR3-IFN-y, e
CXCR3-TNF-a em portadores de doenga cardiaca em comparacdo aos
assintoméaticos [50]. A investigacdo da susceptibilidade genética que polimorfismos
em genes de quimiocinas e seus receptores poderiam conferir demonstrou uma
baixa expressao para CCR5 em pacientes IND [51] e alta expressao para CCL2 por
pacientes cardiopatas [52]. Ademais, também foram encontrados niveis séricos

elevados para CCL2, CXCL9 e CXCL10 por pacientes cardiopatas, onde a elevagao
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desses niveis esteve relacionada com a piora da funcdo cardiaca nesses pacientes
[53].

Assim, no presente estudo, é possivel que esta maior proporgédo de células T
CD8+CCR1+ em pacientes CARD2 represente a populacdo de células T CD8+
estabelecida no infiltrado inflamatério do tecido cardiaco desses pacientes,
evidenciando um processo inflamatério estabelecido principalmente pela resposta
Thl e produgdo de quimiocinas induzidos pelo IFN-Y, como as observadas no
sangue periférico dos pacientes com cardiopatia, responsaveis pela atracdo de
células T CD8+ via CCR1.

Interessantemente, em nosso trabalho, também observamos que os
individuos CARD2 apresentaram maiores niveis de células T CD8+CCR3+ bem
como elevada MIF para o receptor CCR3 em comparac¢ao aos individuos IND e que
os individuos CARD1 apresentaram maiores niveis de células T CD4+CCR4+ em
comparagao ao grupo IND.

Convencionalmente, o receptor para quimiocinas CCR3 é definido como de
perfil Th2 e em muitos estudos encontram-se implicados no desenvolvimento de
manifestagdes alérgicas [54,55]. Contudo, além das marcacdes de superficie celular,
acreditamos que para se definir com exatiddo se uma célula pode ser descrita como
de perfil Thl ou Th2, é necesséria a avaliacdo de suas fungfes efetoras como, por
exemplo, a sua producéo de citocinas. Além disso, a CCL5 (quimiocina produzida
principalmente por macréfagos) que possui producdo induzida pelo IFN-Y, possui
como ligantes os receptores CCR1, CCR3 e CCR5 [56]. Também, os receptores
CCR5 e CCR3, juntamente com selectinas e moléculas de adesdo, possuem um
papel fundamental na migracdo de células T efetoras de memodria para areas

inflamatorias e granulomatosas de doengas autoimunes [57]. Desta forma, como em
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nosso estudo também foram observados uma maior producao para CCL5 e elevados
niveis para células CD8+CCR1+ por pacientes com cardiopatia severa, sugerimos
que consequentemente 0os maiores niveis para CD8+CCR3+ em pacientes CARD2,
venha corroborar a ideia de que este receptor possa estar agindo conjuntamente ao
CCRL1 na atracéo de células T CD8+ ao tecido cardiaco desses pacientes mediante
um perfil da resposta Th1.

J& o receptor para quimiocinas CCR4 é conhecido por ser seletivamente
expresso em células T auxiliares do tipo 2 (Th2), Th17 e células T regulatérias (Treg)
concomitante a respectiva producao de IL-4, IL-17 e IL-10 [58]. Contudo, niveis
elevados de células TCD4+CCR4+ associados a producdo de IL-10 tem sido
observada e implicada na patogénese de doencas autoimunes como lUpus
eritematoso sistémico (LES), espondilite anquilosante (EA) e artrite reumatoide (AR)
[59]. De fato, estudos ja proporam que o desequilibrio entre os perfis Thl e Th2
estaria associado a patogénese do LES, onde a producéo elevada de citocinas tipo
Th2, visto que promovem a producao de anticorpos por células B, poderia exercer
um papel chave no desenvolvimento de autoanticorpos por estes pacientes [60].

Na doenca de Chagas humana nunca foi definido o envolvimento de um perfil
Thl ou Th2, no estabelecimento de suas formas clinicas crénicas. O perfil Thl
parece ser o mais indicado a estar envolvido no mecanismo imunopatogénico de
lesédo tissular, contudo, processos de autoimunidade ndo foram descartados [68].
Desta forma, nossos achados corroboram a ideia da existéncia de mecanismos
autoimunes em pacientes com cardiopatia leve que poderiam estar agindo
conjuntamente a um perfil inflamatorio do tipo Thl no estabelecimento desses danos

e progresséo clinica com sintomatologia neste grupo de pacientes.
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Por fim, apesar de mais expressos em um perfil ou outro, os receptores para
qguimiocinas ndo sao marcadores definitivos de diferenciagcdo celular (como por
exemplo a avaliacdo da molécula CRTH2+ para o perfil Th2), também seria
necesséaria a observacdo da producao intracelular de citocinas e quimiocinas por
estas céluas [61]. Assim, sem outras marcagfes mais especificas poderemos inferir
apenas qual receptor poderia estar atuando preferencialmente na migracdo destas

células para as éareas de inflamac&o.

Concluséao

A partir da producdo de quimiocinas e expressao de receptores de
quimiocinas por células T, os resultados observados em nosso estudo, permitiram
diferenciar a resposta immune de pacientes assintomaticos daqueles apresentando
as cardiopatias leve e severa da doenca. Desta forma, ratificamos a idéia de que
estes mediadores imunoldgicos estdo intimamente envolvidos no desenvolvimento
da cardiomiopatia chagéasica cronica podendo virem a ser utilizados, apés estudo

longitudinal, como marcadores de forma clinica cronica e prognostico da doenca.
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5.2 Expressao diferencial de receptores para quimiocinas por linfécitos T CD4+CD8+

duplo-positivos em portadores cronicos da doenca de Chagas

Introducéo

A doenca de Chagas, causada pelo parasita Trypanosoma cruzi, apresenta
formas crénicas com elevada gravidade e morbidade, representando um sério
enfrentamento para a saude publica em regides endémicas [1]. As manifestacdes
clinicas observadas nesta fase da doenca variam de auséncia de sintomas e
anormalidades estruturais (Forma assintomética ou indeterminada - IND) até
desordens cardiovasculares (Forma cardiaca - CARD) e/ou digestivas (Forma
digestiva) [2]. No sentido de entender os mecanismos pelos quais estes diferentes
qguadros clinicos se desenvolvem, estudos foram conduzidos procurando esclarecer
o papel da resposta imune do hospedeiro frente a infeccao pelo parasita [3-14].

Na fase aguda da doenca, uma robusta resposta imune elaborada pelo
hospedeiro é a responsavel em favorecer o controle efetivo da parasitemia. Este
controle parasitario € alcancado principalmente pela acdo de células da resposta
imune inata como células Natural Killer (NK), neutréfilos e macrofagos e através da
liberacdo de citocinas préinflamatorias como o interferon (IFN)-gamma e o fator de
necrose tumoral (TNF)-alpha por estas células [15]. Assim, o direcionamento e
manutenc¢ao da resposta imune adaptativa celular e humoral em resposta ao T. cruzi
na fase crbénica da doencga, seria orquestrada desde o inicio por esta producdo de
citocinas observadas desde a sua fase inicial [16].

Neste sentido, estudos implicam que a permanéncia de um processo
inflamatdrio, na auséncia de mecanismos imunomodulatérios, atuaria como agente

causal dos danos tissulares observados nas formas crbnicas sintomaticas [17].
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Assim, ja foi observado que células T CD8+ ativadas com expressado de granzima A
e TNF-a seriam predominantes no infiltrado inflamatorio associado as lesdes
cardiacas da doenca [18]. Além disso, a associagdo entre a expressao de IFN-y e a
ocorréncia de doenca cardiaca grave foi observada, sugerindo, na fase cronica, uma
relacdo entre a producédo de IFN-y e a morbidade da doenca [19]. E ja foi mostrado
que clones de células T derivadas do infiltrado inflamatério de pacientes chagasicos
cardiopatas sao excelentes produtores de IFN-y [20].

Por outro lado, a forma crénica assintomatica da doenca de Chagas, tem sido
associada com a capacidade de maior producao de citocinas regulatérias tais como
a IL-10 e menor producado de citocinas inflamatérias como o IFN-gamma e o TNF-
alpha [21,22]. Desta forma, é possivel que a habilidade em produzir IL-10 em etapas
mais tardias da fase aguda seria importante para controlar a resposta imune e
permitir a cronificacdo da doenca sem danos aos tecidos cardiaco e/ou digestivo.
Assim, este fino balanco entre citocinas pré e anti-inflamatérias bem como uma
resposta celular efetiva precisaria ser atingidos para manter os niveis parasitarios
estaveis na auséncia de danos teciduais [16].

Contudo, na doenca de Chagas humana, apesar do perfil Thl parecer ser o
mais indicado a estar envolvido no mecanismo imunopatogénico de leséo tissular e
estabelecimento de suas formas clinicas cronicas, nunca foi definitivo o
envolvimento de um perfil Thl ou Th2, nem descartados possiveis processos de
autoimunidade [17]. Desta forma, faz-se extremamente importante dar continuidade
na avaliacdo das células e mediadores imunolégicos que possam exercer papeéis
fundamentais para o desenvolvimento desta imunopatologia.

Interessantemente, células ativadas de fendtipo T CD4+CD8+ duplo-positivas

(DP) apresentaram-se predominantes em portadores cronicos da forma cardiaca da
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doenca de Chagas [23, 24]. A presenca destas células desafia o conhecimento atual
acerca das subpopulacbes de linfécitos T envolvidas com a resposta imune
adaptativa durante a infeccdo T. cruzi, e apesar do papel da atuagéo in vivo destas
células permanecer incerto, o fato de serem potencialmente autorreativas pode
influenciar os eventos imunopatolégicos observados na doenca de Chagas [25].
Desta forma, se for verificado que os niveis de células T DP estdo correlacionados
com a extensdo ao dano no miocardio, na forma cardiaca da doenca, estas células
poderiam atuar como marcadores clinicos de progressao da doenca e contribuir para
0 desenvolvimento de tratamentos alternativos. Assim, estudos que avaliem o papel
das células T DP podem fornecer novos conhecimentos acerca da relacao parasita-
hospedeiro estabelecido durante a infec¢ao pelo T. cruzi [26].

Considerando-se o potencial autorreativo que células T DP possam estar
exercendo para o estabelecimento da forma cardiaca da doenca de Chagas, bem
como a migracdo diferencial de células da resposta imunologica via complexos
guimiocinas-receptor, tivemos como objetivo no presente estudo avaliar a expressao
de receptores para quimiocinas por células T DP em portadores de doenca de
Chagas cronica. Desta forma, visamos o entendimento dos possiveis mecanismos
de migracdo diferencial destas células e sua contribuicdo para o processo

inflamatério estabelecido no tecido cardiaco nestes individuos.

Métodos

Populacao de estudo
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A selecdo de pacientes com doenca de Chagas cronica foi realizado no
Ambulatério de Doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro
Cardiologico de Pernambuco (PROCAPE) - Universidade de Pernambuco. Os
critérios de inclusdo foram: (1) possuir confirmacdo soroldgica para doenca de
Chagas por dois testes de principios metodolégicos distintos; (2) possuir exames
(eletrocardiograma, radiografia de térax, ecodopplercardiografia, e esofagograma) e
histéria clinica para a correta classificacdo nos estagios de acometimento cardiaco
da doenca segundo a | Diretriz Latino-Americana para o diagndstico e tratamento da
cardiopatia chagéasica [27]; (3) apresentar auséncia de queixas digestivas e
comorbidades (hipertenséo arterial sistémica, diabetes, tireoidopatias e doencas
inflamatodrias e/ou infecciosas) e (4) ndo ter realizado tratamento etiolégico com
benzonidazol. Foram incluidos no estudo 56 individuos (trinta mulheres e vinte e seis
homens) agrupados da seguinte forma: um grupo IND (n = 20, média de idade de
53+11,84), pacientes classificados no estagio A de envolvimento cardiaco, ou seja,
agueles sem sintomas presentes ou pregressos de Insuficiéncia Cardiaca (IC) e com
ECG e RX de térax normais; um grupo CARD1 (n = 20, média de idade de 64+9,5),
pacientes classificados no estdgio B1, ou seja, aqueles que apresentaram alteracfes
eletrocardiogréficas (disturbios de conducdo ou arritmias), porém com funcéo
ventricular global normal; e um grupo CARD2 (n = 16, média de idade de 59,6+9,5),
pacientes classificados no estagio C, ou seja, aqueles com sintomas prévios ou
atuais de IC e que possuiram disfuncdo ventricular. Os protocolos descritos neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
CPgAM [/ Fiocruz (CAEE: 0032.0.095.000-10) de acordo com a Declaracdo de

Helsinque 1975, revisto em 1983, e os individuos que concordaram em participar
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assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido no momento de sua

inclusdo no estudo.

Antigeno soluvel de epimastigota (EPI)

A solucéo antigénica foi obtida segundo Pereira et al. (2000) [28]. Para isso,
epimastigotas da cepa Y do T. cruzi foram cultivados em meio LIT (Liver Infusion
Triptose) e mantidos em estufa incubadora a 27°C. ApoOs sete dias de cultivo, os
parasitas foram entédo lavados em solucao salina (Solugdo salina tamponada-PBS
0,15 M; pH 7,4) por centrifugacdo e a massa Umida congelada. Posteriormente a
massa foi ressuspendida em inibidor de protease (Fenilmetanosulfonilfluorido-PMSF
1 mM e Acido Tetracético Etilenodiamino-EDTA 1 mM), sendo realizada a ruptura
dos parasitas através de quatro ciclos de repeticio do processo de
congelamento em nitrogénio liquido e descongelamento em banho-maria a
37°C. ApoOs esta etapa, o lisado foi centrifugado a 10.000 xg por 10min a 4°C. O
sobrenadante foi submetido entdo a nova centrifugacédo a 100.000 xg por 60min a
4°C para separacdo das fracdes soluvel (sobrenadante) e insoluvel (sedimento) do
antigeno de epimastigota (EPI). Apos esterilizac&o por filtragem do antigeno soluvel
de EPI em filtro Millipore 0,45 uM foi realizada a dosagem de proteina pelo kit DC
Protein Assay (Bio-Rad Laboratories), com posterior armazenamento a -70°C até o

momento de sua utilizag&o.

Cultura celular
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Apés coleta de sangue em tubos contendo heparina sédica (BD Vacutainer), 1

mL de sangue foi cultivado na presence de 1 mL meio RPMI 1640 (SIGMA-
ALDRICH®, St Louis, MO, USA) suplementado com L-glutamina, 1% de antibiético
(10,000 U de penicilina, 10,000 U de estreptomicina; SIGMA-ALDRICH®) e 10% de
soro bovino fetal (SIGMA-ALDRICH®). As culturas foram incubadas a 37 °C com 5%
CO; por 1 dia, e estimuladas com fitoemaglutinina-PHA (GIBCO, Saranac, NY, USA)
(5ug/mL) (controle positivo), antigeno soluvel de epimastigota-EPI (25ug/mL) e uma

cultura sem estimulo também foi realizada.

Imunofenotipagem

Apos o periodo de cultivo as células sanguineas foram tratadas com EDTA
(20 mM) (SIGMA-ALDRICH®), seguido de lavagem por centrifugacéo (300g / 5min /
T.A.) em PBS contendo 0.5% de albumina sérica bovina (SIGMA-ALDRICH®) e 0.1%
de azida sédica (SIGMA-ALDRICH®) (PBS-Wash).

As amostras foram incubadas com anticorpos de superficie anti-CD8 (clone:
3B5) (Caltag, Burlingame, CA, USA) conjugados ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC), anti-CD4 (clone: S3.5) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA) conjugado ao
complexo proteico peridinina-chlorofil (PerCP), anti-CCR1 (clone: 5354), CCR3
(clone: SF8) e CXCRS5 (clone: PF8B2) (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA) conjugados
ao alexa fluor (AF) e anti-CCR4 (clone: 161), CCR5 (clone: 2D7/CCR5), CXCR2
(clone: 6C6), CXCR3 (clone: 1C6/CXCR3) e CXCR4 (clone: 1D9) (BD™, Franklin
Lakes, NJ, USA) conjugados a ficoeritrina (PE). ApOs lavagens as células
imunomarcadas foram estocadas a 4° C e posteriormente adquiridas e analisadas

por citometria de fluxo.


https://en.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes,_New_Jersey
https://en.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes,_New_Jersey
https://en.wikipedia.org/wiki/Franklin_Lakes,_New_Jersey
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Aquisicdo e analise em citdmetro de fluxo

As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo FACScalibur® (Becton
Dickinson), e um minimo de 20.000 eventos por amostra foram analisados. A
estratégia de aquisicdo baseou-se na selecdo da populagéo de linfocitos através dos
parametros de tamanho/granulosidade [Forward Scatter Channel (FSC) versus Side
Scatter Channel (SSC)] apresentados em gréficos dot plot. Para avaliar a frequéncia
dos linfocitos TCD4+CD8+ e o0s receptores de quimiocinas foi analisado
primeiramente os quadrantes estatisticos FL3 (CD4) versus FL1 (CD8). A partir
deste, foi realizado um novo gréfico dot plot selecionando-se para analise apenas a
regido correspondente ao quadrante de dupla marcacdo CD4+CD8+. A partir desta
nova regido de analise foram enté@o contabilizadas as frequéncias obtidas nos canais
de fluorescéncia FL2 (CCR1, CCR3 e CXCR5) ou FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2,
CXCR3 e CXCRA4). A aquisicao e analise dos dados foram realizadas utilizando-se o

software CellQuest Pro.

Anélise estatistica

Para avaliacdo da homogeneidade dos dados o teste de Bartlett foi
inicialmente aplicado. Para comparar as medias de expressao fenotipica e
intensidade média de fluorescéncia para os receptores foi utilizado do teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn’s. Para se avaliar a elevada expressao
fenotipica para os receptores, as frequéncias obtidas foram comparadas utilizando-

se o teste de qui-quadrado. Em todas as analises foi considerado um nivel de
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significancia de 5% (a=0,05). Os softwares utilizados foram Excel 2010 e GraphPad

Prism 5.0.

Resultados

Expresséo fenotipica para receptores de quimiocinas na superficie de linfocitos T

CD4+CD8+ duplo-positivos

No presente trabalho observamos que os pacientes do grupo CARD2
(cardiopatia grave) apresentaram células de fenétipo T CD4+CD8+ duplo-positivos
expressando os receptores CCR1 (ap06s estimulacdo com EPI) (p=0,041) e CCR3
(sem estimulac&o) (p=0,008), em maior propor¢cado que os pacientes do grupo IND

(indeterminados) (Figura 1. A-B).
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Figura 1. Expresséo (%) para CCR1 (A) e CCR3 (B) em células T CD4+CD8+; ap6s estimulagdo com
antigeno solGvel de epimastigota (EPI) e sem estimulagdo antigénica (SE), em portadores das formas
cronicas da doenca de Chagas. Pacientes com a forma clinica indeterminada (IND) (n=20), forma
cardiaca grau leve (CARD1) (n=20) e forma cardiaca grau severo (CARD2) (n=16). As barras

horizontais representam média aritmética e erro-padrédo. Para comparacédo dos grupos foi aplicado o
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teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunns. Diferencas significativas (P-valor<0,05) estao

indicadas por setas e pelo simbolo (*) na figura.

Para os demais receptores de quimiocinas avaliados, ndo foram obtidas
diferencas significativas acerca de sua expressao na superficie de linfocitos T DP

entre 0s grupos de pacientes.

Elevada expressdo fenotipica para receptores de quimiocinas na superficie de

linfécitos T CD4+CD8+ duplo-positivos

Com o objetivo de detectar a elevada expresséao fenotipica para receptores de
guimiocinas, foi obtido um ponto de corte correspondente a média dos valores de
expressdo de todos os grupos avaliados (IND, CARD1 e CARD?2), e os individuos
dispostos acima ou abaixo desse valor, de acordo com seus niveis de expressao
para os receptores. Desta forma, com relacdo a analise sem estimulacdo antigenica
(SE), foi observada uma elevada expresséo para o receptor CCR3 em células T
CD4+CD8+ duplo-positivas (p=0,001), por 62,5% dos individuos CARD2 em

comparacao aos individuos do grupo IND (Tabela 1).

Tabela 1. Elevada expressao para receptores de quimiocinas na superficie de células T CD4+CD8+
por portadores de doenca de Chagas crbnica baseado no cut-off (média global) com ou sem

estimulacédo por EPI.

Média global Alto produtor (%)
Cél. CD4+CD8+ T

(cut-off) IND CARD1 CARD2

CCR3+
EPI 16,70 (1,93 - 90,45) 25,00 40,00 38,00
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SE 13,29 (1,58 - 55,20) 10,00 40,00 62,50*

EPI, antigeno sollivel de epimastigota, SE, sem estimulacdo antigénica. Os dados expressam a
porcentagem de individuos que apresentaram valores de expresséao fenotipica maior ou igual a media
global (cut-off) calculado a partir dos valores de todos 0s grupos de pacientes avaliados. Pacientes
com a forma clinica indeterminada (IND) (n=20), forma cardiaca grau leve (CARD1) (n=20) e forma
cardiaca grau severo (CARD2) (n=16). Foi utilizado o teste de qui-quadrado e a significaAncia
estatistica (P-valor<0,05) esta representada pelo simbolo (¥) para comparagdo com os individuos do

grupo IND.

Para os demais receptores de quimiocinas avaliados, ndo foram obtidas
diferencas significativas acerca de sua elevada expressao na superficie de linfocitos

T DP entre os grupos de pacientes.

Discussao

O infiltrado celular associado a miocardite observado na infeccdo aguda pelo
T. cruzi é induzido por uma resposta imune polarizada do tipo Thl, com elevada
expressdo das citocinas inflamatorias IL-6, IL-1, IFN-y e TNF-alpha [29,30], as quais
controlam a expressao de quimiocinas e moléculas de adesdo nos tecidos afetados.
Enquanto esta reacao inflamatoria controla a replicagédo parasitaria e o parasitismo,
com a cronificacdo da doenca, sua persisténcia também representa a principal causa
dos danos aos tecidos, acarretando morbidade e mortalidade aos individuos
acometidos [18].

No decorrer da infeccdo, a maioria das células mononucleares recrutadas e

encontradas no infiltrado inflamatério ao redor dos cardiomidécitos infectados sao

linfécitos T CD8+. De fato, camundongos deficientes em citocinas inflamatérias e em
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células T CD8+ sdo susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi [31]. Células T CD4+
também exercem um importante papel ao orquestrar a resposta imune via producao
de citocinas. Menos frequente, mas funcionalmente relevantes, outras
subpopulacdes de células T como as (duplo-negativas) CD4-CD8- e as (duplo-
positivas) CD4+CD8+, também tém sido descritas como atuantes na resposta imune
ao T. cruzi, embora suas fungcbes ndo se encontrem completamente esclarecidas
[26,32].

Células T duplo-positivas CD4+CD8+ representam uma subpopulacao timica,
precursora de células T CD4+ ou CD8+ monopositivas, com distribuicdo considerada
até pouco tempo atras como restrita ao timo [26]. Contudo, sabe-se que em
individuos saudaveis as células T DP circulantes representam cerca de 1-3% do
total da populacéo de linfécitos T [33] e que a frequéncia destas células pode estar
aumentada em diversas desordens inflamatorias [34-37].

Estudos também relatam uma frequéncia aumentada para as células T DP em
doencas humanas crénicas e infecciosas com persisténcia antigénica [38,39]. Assim,
ja foi observado que a porcentagem de células T DP bem como a expressao de
marcadores de ativacdo celular por estas células esteve aumentado em pacientes
chagasicos crénicos em comparacdo aos individuos controle, incluindo individuos
sem cardiomiopatia chagasica [25].

Com relacdo a origem destas células T DP periféricas, dados experimentais
apontam tanto para a ocorréncia de um escape destas células do timo [40] quanto
para uma diferenciacdo tardia de células T monopositivas CD4+ ou CD8+ T apos
exaustiva estimulagdo antigénica [41,42]. Neste sentido, alguns estudos tém
demonstrado uma associacao entre atrofia timica com severa deplecao de timocitos

CD4+CD8+ e um aumento em até dezesseis vezes no numero destas células
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encontradas na periferia (linfonodos subcutaneos) apés infeccdo aguda pelo T. cruzi
em camundongos [43,44], o que suporta a teoria do “escape timico”. Contudo, a
expressdo do “segundo” correceptor pelos linfécitos T monopositivos como
consequéncia da continua estimulacao antigénica também se apresenta viavel, visto
o elevado grau de ativacdo encontrado nestas células por alguns estudos [25].
Contudo, mais estudos sdo necessarios para se determinar a origem destas células
em pacientes chagasicos, e a deteccdo destas células em sangue periférico de
modelos murinos de infeccdo pelo T. cruzi e em portadores de doenca de Chagas
levanta novas questdes acerca da sua importancia na patogénese desta importante
doenca.

No mesmo contexto, quimiocinas e seus receptores representam mediadores
da resposta imunoldgica e possuem papel chave nos processos de permeabilidade
vascular, atracdo, migracao e ativacdo de células imunes, estando envolvidos no
desenvolvimento de diversas doencas inflamatoérias e cronicas [16][45-47], visto que
o tipo de infiltrado inflamatério que caracteriza uma determinada doenca é
controlado, em parte, por seu subgrupo de quimiocinas expresso no tecido afetado.

Na doenca de Chagas humana, ja foram evidenciados niveis elevados para
co-expressao de receptores de quimiocinas e citocinas de perfil inflamatério (Th1l)
CCR5-IFN-y, CXCR3-IFN-y, e CXCR3-TNF-a em portadores crénicos de doenga
cardiaca em comparagdo aos assintomaticos [48]. A investigacdo da
susceptibilidade genética que polimorfismos em genes de quimiocinas e seus
receptores poderiam conferir demonstrou uma baixa expressdo para CCR5 em
pacientes IND [49] e alta expressdo para CCL2 por pacientes cardiopatas [50].
Ademais, também foram encontrados niveis séricos elevados para CCL2, CXCL9 e

CXCL10 por pacientes cardiopatas, onde a elevacdo desses niveis esteve
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relacionada com a piora da funcéo cardiaca nesses pacientes [51]. Indicando que o
complexo quimiocina-receptor também possui envolvimento com o desenvolvimento
precoce da cardiomiopatia chagésica ao recrutar subpopulacdes especificas de
células aos tecidos afetados.

Desta maneira, no presente estudo, ao avaliarmos o perfil de expresséo
fenotipica para receptores de quimiocinas por células T DP de portadores crénicos
da doenca de Chagas, observamos que individuos com cardiopatia severa
apresentaram niveis significativamente mais elevados para os receptores CCR1 e
CCR3 por estas células que os individuos assintoméaticos.

Interessantemente, resultados semelhantes foram encontrado em outro
estudo conduzido por nosso grupo, no qual observamos que o0s pacientes
cardiopatas apresentaram maiores niveis para células T CD8+ monopositivas
expressando CCR1 e CCR3 que os pacientes IND (artigo em preparacao). Estes
resultados estiveram de acordo com a literatura visto ser proposto que a
manutencao do processo inflamatério estabelecido no tecido cardiaco nos individuos
avaliados se deve principalmente pela resposta Thl e producdo de quimiocinas
induzidos pelo IFN-Y, que por intermedio de seus receptores nas células-alvo, como
0 CCR1 e CCR3, seriam responsaveis pelo seu recrutamento diferencial ao tecido
cardiaco dos pacientes.

Neste sentido, estudos ja demonstraram uma elevada expressdo para
perforina em células T DP periféricas de pacientes chagasicos em geral, contudo,
com um aumento na taxa de degranulacdo desta enzima apresentada apenas pelos
pacientes sintomaticos. Além disso, também foi observada a capacidade migratéria
das células T DP ao tecido cardiaco [25]. Desta forma, considerando que o fendtipo

das células encontradas no sangue periférico € responsavel e reflete a manutencao
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do infiltrado inflamatdrio, seria possivel associar uma acao citotoxica das célula T DP
periféricas encontradas no presente estudo ao dano cardiaco observado nos
individuos avaliados.

Além disso, neste mesmo estudo anterior realizado por noés, (artigo em
preparacdo) também observamos que o fenoétipo diferencial de células T CD4+
expressando o0s receptores para quimiocinas CXCR5 e CCR4, esteve em maior
proporcao em pacientes cardiopatas em relacdo aos pacientes IND (indeterminados)
tendo sido relacionados a possivel existéncia de processos autoimunes nos
pacientes com a sintomatologia cardiaca.

Assim, os resultados do presente estudo, de certa forma, também
corroboram esta hipétese, visto que a expressado de ambos os co-receptores CD4 e
CD8 nas células extratimicas duplo-positivas poderia vir a diminuir seu limiar
funcional de reconhecimento antigénico especifico via MHC e/ou diminuir a
necessidade de sinais co-estimulatorios fornecidos pelas células apresentadoras de
antigeno na ativacdo das células T, ao aumentarem a afinidade do TCR pelo seu
ligante [52,53]. Como resultado, as células T DP poderiam ser ativadas por baixas
concentracbes antigénicas como nas encontradas em infecbes crbnicas pelo
parasita, e esta ativagéo diferenciada poderia induzir atividade citotoxica ndo apenas
contra 0s antigenos parasitarios, mas também em direcdo a células que expressam
antigenos proprios, levando a formacdo de uma reacdo cruzada ou neopeptideos e
assim favorecendo reagdes autoimunes no tecido afetado [24,27].

Neste sentido, estudos ja afirmaram que a producéo IFN-y por células T DP
também poderia esta envolvida com a indugéo de células protetoras/autorreativas de
perfil Thl, e que independente de sua origem, as células T DP extratimicas podem

estar associadas ao componente autoimune de desenvolvimento da forma cardiaca
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da doenca de Chagas, jA& que elas apresentam caracteristicas de células
monopositivas de fenotipo ativado e de memdéria, como a producédo IFN-y, expressao
dos marcadores de ativagdo CD44 e CD69 e atividade citotoxica [26,27].

Desta forma, no presente estudo, considerando que o perfil Thl por
citotoxicidade parece ser o mais indicado a estar envolvido no mecanismo
imunopatogénico de lesao tissular observado no estabelecimento da cardiopatia
grave da doenca de Chagas crbnica, todavia sem descartar possiveis processos de
autoimunidade [23], € possivel que esta maior propor¢cdo de células T DP
expressando os receptores para quimiocinas CCR1 e CCR3 encontradas no sangue
periférico de pacientes com cardiopatia grave, represente uma subpopulacdo de
células T estabelecida no infiltrado inflamatorio do tecido cardiaco desses pacientes,
e esteja envolvidas tanto em mecanismos de autoimunidade quanto de
citotoxicidade para a progressdo clinica com sintomatologia neste grupo de
individuos.

Por fim, apds andlises em modelos experimentais de susceptibilidade a
infeccdo pelo T. cruzi na auséncia destas células especificas e realizagdo de
estudos longitudinais para avaliagdo de seus niveis em pacientes cronicos, poderia
se estabelecer a importancia das células T DP CCR1+ e CCR3+ como alvos

terapéuticos e marcadores de progressao clinica da doenca.

Conclusao

Com base em nossos achados, as células T DP através da expressdo dos

receptores para quimiocinas CCR1 e CCR3 encontram-se intimamente envolvidos

no desenvolvimento da cardiomiopatia grave da doenca de Chagas, visto que
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estiveram diferencialmente expressas neste grupo de pacientes. Desta forma, apos
estudo longitudinal, ratificamos a idéia de que os niveis destes subtipos celulares
possam vir a ser utilizados como marcadores de forma clinica crénica e progndstico

da doenca.
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6 CONCLUSOES

Os resultados observados em nosso estudo para quimiocinas e seus
receptores permitiram diferenciar a resposta immune de pacientes com doenca de

Chagas crénica a partir da producéo diferencial para:

o Células T CD4+CXCR5+ e CR4+CCR4+ por pacientes com cardiopatia

leve em comparacéo aos assintomaticos;

o Células T CD8+CCR1+ e CD8+CCR3+ por pacientes com cardiopatia

severam em relagcao aos assintomaticos;

J Células T CD4+CD8+CCR1+ e CD4+CD8+CCR3+ por pacientes com

cardiopatia severam em relacdo aos assintomaticos;

. CCL5 e CXCL8 por pacientes com cardiopatia severam em relacéo

aos assintomaticos, e;

. CXCL10 por pacientes com cardiopatia severam em relacdo aos com

cardiopatia leve.

Desta forma, ratificamos a idéia de que estes mediadores imunolégicos estdo
intimamente envolvidos no desenvolvimento da cardiomiopatia chagasica crénica
podendo virem a ser utilizados, apés estudo longitudinal, como marcadores de forma

clinica cronica e progndstico da doenca.
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Abstract
Chemokines are immunological mediators potentially involved with establishing
inflammatory infiltrate observed in the cardiomyopathy of chronic Chagas Disease. Thus, this
study analyzed the production of chemokines and their receptors on the surface of CD4+ and
CD8+ T lymphocytes in patients with the indeterminate form and cardiac form with varying
degrees of cardiac impairment. After the culture of whole blood and stimulation with
epimastigote antigen, chemokines in the culture supernatant and its receptors on the surface of
CD4+ and CD8+ T cells were evaluated by flow cytometry. The CARD2 group showed
higher levels of CD8+CCR1+ and CD8+CCR3+ T cells, a greater expression for CCR1 and
CCR3, and greater production of CCL5 and CXCL8 than the IND Group. CARD2 also
presented a greater production for CXCL10 than the CARD1 Group. Furthermore, CARD1
had higher levels for CD4+CXCR5+ and CD4+CCR4+ T cells, a greater expression for
CXCR5 and a greater production for CXCL8 than the IND patients. It is possible that the
lymphocyte subpopulations and chemokines found in this study are involved with the
development and establishment of the cardiac manifestation in the individuals evaluated. Such

markers, after a longitudinal study, can predict morbidity in the chronic phase of the disease.

Keywords: chronic Chagas disease; cardiomyopathy; chemokines; chemokine receptors.
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Introduction

As it has a high morbidity, Chagas disease (CD) is a serious challenge for public
health in regions where it is endemic [1]. Its chronic clinical manifestations range from an
absence of symptoms and structural abnormalities (indeterminate form - IND) to
cardiovascular (cardiac form - CARD) and/ or digestive (digestive form) disorders [2]. In
order to understand the development mechanism of these different clinical manifestations
observed, several studies have been conducted to clarify the role of the immune response of
the host against Trypanosoma cruzi [3-14]. Thus, studies directly imply there is an
exacerbated inflammatory process in the absence of immunomodulatory mechanisms as a
causal agent of the tissue damage observed in the symptomatic forms [15].

Therefore, considering the great contribution that chemokines and their receptors make
to the development of various inflammatory and chronic diseases [16-19], since they control,
according to their subgroup expressed in the affected tissue, the type of inflammatory
infiltrate that characterizes a particular disease [20], our objective in this study was to evaluate
these immunological mediators in patients with chronic Chagas disease, in order to
understand the inflammatory process established in the cardiac tissue of these individuals, and
thus to contribute to identifying promising therapeutic targets as well as immunological

markers of the chronic phase of the disease.
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Methods

Study population

The selection of patients with chronic CD was conducted at the Ambulatério de
doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE)—Universidade de Pernambuco (UPE), Brazil. The inclusion criteria were: (1) a
serological confirmation of Chagas disease ((Enzyme-linked immunosorbent assay/ELISA
and/or immunofluorescence reaction/RIFI); (2) the clinical form being characterized by the
patient’s medical history, physical examination and clinical tests (electrocardiogram, chest X-
ray, echodopplercardiography and oesophagogram), in accordance with the I Latin American
Guidelines for the diagnosis and treatment of the Chagas Disease cardiomyopathy [21]; (3)
absence of gastrointestinal symptoms and comorbidities (hypertension, diabetes, thyroid
disease and inflammatory and/or infectious diseases) and (4) absence of previous etiological
treatment with benznidazole.

After the screening process, the 56 patients (thirty women and twenty-six men) were
grouped as follows: an IND group (n = 20, average age 53 *+ 11.84) of patients classified as
stage A of cardiac involvement, with the chronic asymptomatic form of CD, i.e. those without
current or former symptoms of heart failure (HF) and whose clinical tests were normal; one
CARD1 group (n = 20, average age 64 £ 9.5) of patients classified as stage B1, with mild
chronic cardiac form of CD, i.e. those with electrocardiographic abnormalities (conduction
disorders or arrhythmias) but with normal global ventricular function; and one CARD2 group
(n = 16, average age 59.6 £ 9.5) of patients classified as stage C, with severe chronic cardiac
form of CD, i.e. those with previous or current symptoms of HF and who had ventricular

dysfunction confirmed by echodopplercardiogram. The protocols described in this study were
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approved by the Ethics Committee on Research in Human Beings of CPgAM/Fiocruz (CAEE:
0032.0.095.000-10) as per the 1975 Declaration of Helsinki, revised in 1983, and the
individuals who agreed to participate signed a properly informed consent form before being

included in the study.

Epimastigote antigen (EPI)

The antigen was obtained as described by Pereira et al. (2000) [22]. Briefly,
epimasgotes of the Y strain of T. cruzi, grown in a liquid medium (Liver Infusion Tryptose)
and then washed in saline solution (phosphate buffered saline-0.15 M PBS, pH 7.4) by
centrifugation. The mass was resuspended in a protease inhibitor (1 mM
Phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF) and 1 mM ethylenediamine teracetic acid (EDTA),
and the parasites were ruptured by a 4-cycle repetition process of freezing in liquid nitrogen
and thawing at 37°C. The cellular lysate was centrifuged at 10,000 X g for 10min at 4°C and
the supernatant subjected to further centrifugation at 100,000 X g for 60 minutes at 4°C. The
protein concentration was estimated in the supernatant by using the DC Protein Assay kit

(Bio-Rad Laboratories). Aliquots of the epimastigote antigen were stored at -70°C.

Cell Culture

After collecting blood in tubes containing sodium heparin (BD Vacutainer), 1 mL was
cultured in the presence of 1 mL RPMI 1640 medium (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO,
USA), supplemented with L-glutamine, 1% of antibiotic (10,000 U penicillin, 10,000 U
streptomycin; SIGMA-ALDRICH®) and 10% fetal bovine serum (SIGMA-ALDRICH®).

The cultures were incubated at 37°C with 5% CO, for 1 day, and stimulated with
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phytohemagglutinin-PHA (GIBCO, Saranac, NY, USA) (5ug/ml) (positive control),

epimastigote antigen-EPI (25 pg/mL) and unstimulated culture was also performed.

Immunophenotyping

After the end of cell culture, the supernatant was removed and stored at -20°C for later
chemokine quantification. The blood cells were treated with (20 mM) EDTA (SIGMA-
ALDRICH®) and washed by centrifugation (300 X g / 5 min / RT) in PBS containing 0.5%
bovine serum albumin (SIGMA-ALDRICH®) and 0.1% sodium azide (SIGMA-ALDRICH®)
(PBS-Wash).

The samples were immunostained with fluorescein isothiocyanate (FITC) -
Conjugated anti-CD8 (clone: 3B5) (Caltag, Burlingame, CA, USA), peridinin-chlorofil
protein complex (PerCP) conjugated anti-CD4 (clone: S3.5) (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
USA), alexa fluor (AF) conjugated anti-CCR1 (clone: 5354), anti-CCR3 (clone: SF8) and
anti-CXCR5 (clone: PF8B2) (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA), and phycoerythrin (PE)
conjugated anti-CCR4 (clone: 161), anti-CCR5 (clone: 2D7/CCR5), anti-CXCR2 (clone:
6C6), anti-CXCR3 (clone: 1C6/CXCR3) and anti-CXCR4 (clone: 1D9) (BD™, Franklin
Lakes, NJ, USA). After washings, the cells were stored at 4°C until acquired and analyzed by

flow cytometry.

Flow Cytometry Acquisition and Analysis

Immunostained samples were run in a FACScalibur® flow cytometer (Becton

Dickinson), and a minimum of 20,000 events/sample collected. The acquisition strategy

began by selecting the lymphocyte population gate by means of the dot plot Forward Scatter
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Channel (FSC) versus Side Scatter Channel (SSC). To assess the frequency of the CD4+ T
lymphocytes and the chemokine receptors, the statistical quadrant FL3 (CD4) versus FL2
(CCR1, CCR3 and CXCRS5) or versus FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 and CXCR4)
was analyzed. Similarly, to evaluate the frequency of the CD8+ T lymphocytes and the
chemokine receptors, the statistical quadrant FL1 (CD8) versus FL2 (CCR1, CCR3 and
CXCR5) or versus FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 and CXCR4) was analyzed. The
mean intensity of fluorescence (MIF) was determined by histogram analysis. Data acquisition

and analysis were performed using CellQuest Pro software.

Chemokine Quantification

The quantification was performed by Cytometric Bead Array (CBA) using the Human
Chemokine kit (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA) in accordance with the manufacturer's
recommendations. Samples were run in a FACScalibur® flow cytometer (Becton Dickinson),
and 2,500 events/sample collected. Data acquisition were performed using CellQuest Pro

software and analysis using v3 Array FCAP software (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA).

Statistical Analysis

Bartlett’s test for the homogeneity of variances was firstly applied. The p value was
obtained by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test. To evaluate high production the
chi-square test was performed. A significance level of 5% (a=0.05) was considered in all

analyses. The softwares used were Excel 2010 and GraphPad Prism 5.0.
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Expression for chemokine receptors on CD4+ and CD8+ T lymphocytes.
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We observed that CARD1 Group showed a higher proportion of CD4+CXCR5+ T

cells (EPI) (p=0.038) and CD4+CCR4+ T cells (SE) (p=0.038) compared to IND patients

(Figure 1 A-B). Furthermore, the MIF for the CXCR5 (EPI, p=0.008) (SE, p=0.017) was

higher in CARD1 patients compared to IND Group (Figure 1 C-D).
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Figure 1. Levels for CD4+CXCR5+ T cells (A), CD4+CCR4+ T cells (B) and mean intensity of fluorescence

(MIF) for CXCR5 (C-D), after stimulation with epimastigote antigen (EPI) and without antigenic stimulation

(SE), in patients with the chronic forms of Chagas disease. Patients with the indeterminate clinical form (IND)

(n=20), mild cardiac form (CARD1) (n=20) and severe cardiac form (CARD2) (n=16). The horizontal bars
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represent the arithmetic mean and standard error. Kruskal-Wallis test followed by Dunns test was performed.

Statistical differences (p-value<0.05), are indicated by arrows and by the symbol (*) in the Figure.

We also observed that CARD2 patients presented a higher proportion of CD8+ T cells
expressing CCR1 (EPI) (p=0.020) and CCR3 (SE) (p=0.014) than the patients of the IND
Group (Figure 2 A-B). Moreover, the MIF of CCR1 (EPI) (p=0.016) (SE) (p=0.015) and
CCR3 (EPI) (p=0.115) (SE) (p=0.030), was increased in CARD2 group compared to the IND

one (Figure 2 C-D).
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Figure 2. Levels for CD8+CCR1+ T cells (A), CD8+CCR3+ T cells (B); and mean intensity of fluorescence
(MIF) for CCR1 and CCR3 (C-D), after stimulation with epimastigote antigen (EPI) and without antigenic
stimulation (SE), in patients with the chronic forms of Chagas disease. Patients with the indeterminate clinical
form (IND) (n=20), mild cardiac form (CARD1) (n=20) and severe cardiac form (CARD2) (n=16). The

horizontal bars represent the arithmetic mean and standard error. Kruskal-Wallis test followed by Dunns test
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was performed. Statistical differences (p-value<0.05), are indicated by arrows and by the symbol (*) in the

Figure.

Chemokine production

Was observed that patients of the CARD2 group produced significantly higher levels

of CXCL10 (EPI) (p = 0.002) than patients in the CARD1 (Figure 3).
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Figure 3. Production for CXCL10 in culture supernatant (pg/mL), after stimulation with epimastigote antigen
(EPI) (A) and without antigenic stimulation (SE) (B), in patients with the chronic forms of Chagas disease.
Patients with the indeterminate clinical form (IND) (n=20), mild cardiac form (CARD1) (n=20) and severe
cardiac form (CARDZ2) (n=16). The horizontal bars represent the arithmetic mean and standard error. Kruskal-
Wallis test followed by Dunns test was performed. Statistical differences (p-value<0.05), are indicated by arrows

and by the symbol (*) in the Figure.

High chemokine production

In order to detect the high chemokine production, a cut-off was established
corresponding to the average production values of all the Groups evaluated (IND, CARD1

and CARD?2). The individuals were placed above or below this value, in accordance with their
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production levels for chemokines. Thus, after stimulation with EPI, was observed that
CARD2 Group had a high production for CCL5 (68.75%) (p=0.042) and CXCL8 (87.50%)
(p=0.022) when compared to the IND, and a high production of CXCL10 (31.25%) (p=0.011)
when compared to the CARD1 patients. We also observed a high production for CXCLS8, by
80% of the CARDL1 patients in relation to the IND group (Table 1).

Table 1. High production for chemokines by patients with chronic Chagas Disease with or

without stimulation by EPI.

High-producer (%)

Chemokine Global mean
(cut-off) IND CARD1  CARD2

CCL5

EPI 4,84 (1,86 - 7,56) 30,00 60,00 68,75@

SE 4,07 (1,95 - 6,20) 45,00 60,00 43,75
CXCL8

EPI 11,26 (1,47 - 14,80) 40,00  80,00®@ 87,50@

SE 8,01 (1,15 - 13,04) 50,00 45,00 62,50
CXCL10

EPI 25,04 (13,81 - 46,01) 20,00 00,00 31,25®)

SE 28,35 (6,66 - 86,81) 45,00 20,00 31,25

Data are expressed as percentage of individuals displaying percentage of chemokine production higher or equal
the global mean (cut-off) calculated using data from all groups.

EPI, epimastigote antigen, SE, without antigenic stimulation, IND, indeterminate clinical form, CARD1, mild
cardiac form, CARD?2, severe cardiac form.

The chi-square test was used, and statistical significance (p-value<0.05) is represented by superscript letter ‘a’

for comparisons with IND and by superscript letter ‘b’ for comparisons with CARDI.
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Discussion

Investigations on the etiopathogenesis of the inflammatory cardiomyopathy observed
in individuals chronically infected with CD look to mechanisms involving autoimmunity
processes [23], genetics of the host [24], genetics of the parasite [25] and the immune
response specific to the parasite elaborated by the host [26]. The mechanisms by which this
response is established and regulated in infected individuals are not completely understood.

Several studies imply, to the development of tissue injuries and disease progresses, a
immune response of predominantly Thl profile with IFN-y and TNF-o production [27-32]
besides the action of different classes of immunoglobulins [33-37]. However, the contribution
of other cell subpopulations and immunological mediators responsible for the activation,
adhesion and chemo-attraction of these cells to the sites of inflammation, such as chemokines
and their receptors, are also being investigated [38-40].

In this study, we observed that patients with a mild cardiopathy had a higher
proportion of CD4+CXCR5+ T cells and a greater MIF for CCR5 than indeterminate patients.

It is well known that the CXCR5 and CCR7 receptors are responsible for the traffic
and directioning of T and B lymphocytes to the follicular and perifollicular regions where
they can interact in secondary lymphoid organs. Thus, CD4+CXCR5+ T cells have been
reported as follicular helper (TFH) T cells activated after contact with the antigen and with an
undefined polarity, a stage prior to the Th1/Th2 differentiation i.e. the ThO stage [41]. It is
known that this specific population of TFH cells is involved in the production of high-affinity
immunoglobulins by B lymphocytes in the secondary follicles and has been implicated in the
development of several autoimmune diseases. However, besides the CXCRS, this cell subtype
expresses other functional markers (BCL6, ICOS, CD40L, CD44, OX40, BTLA, CCR7-,

CD62-) [42] which are also necessary to correctly classify them. In addition,



114
CD4+CXCR5+FOXP3+ T cells with a high expression for ICOS, residing in the germinal
centers and acting on the the T-B interaction, have been described as follicular regulatory
(TFR) T cells, and have been reported to inhibit the action of TFH cells, regulating the
influence of these cell in antibody production [43].

A high production for CXCL13 (the exclusive ligand for CXCR5) and CD4+CXCR5+
T cells, has also been observed in foci of tertiary lymphoid tissue (scattered around tissues
with chronic inflammation) of autoimmune diseases such as lupus and rheumatoid arthritis.
These tissue locations apart from the secondary lymphoid organs, could be sites of
fundamental importance for the activation and differentiation of CD4+ CXCR5+ memory
(TM) T cells in new effector cells [41].

Thus, according to the evidence found in our study, we suspect that these
CD4+CXCR5+ T cells might be contributing to autoimmune processes in CARD1
individuals. However, due to the plurality of effector functions for these immunomarked cells,
allied to the absence of previous reports for this cell subtype in CD, we consider that further
investigations are necessary, evaluating a greater number of functional markers and defining
wich sub-type of CD4+CXCR5+ T cells is predominant in these individuals. After these
evaluations it would be possible infer correctly the participation of these cells in the
immunopathological process of the disease.

In the presente study, was also observed a higher proportion of CD8+CCR1+ T cells, a
higher MIF for CCR1 and a high production for CCL5, CXCL8 and CXCL10 by patients
with severe cardiomiopathy. Furthermore, the group with mild cardiomiopathy showed a
higher production for CXCLS.

With regard to the population of CD8+CCR1+ T cells found and chemokine
production observed, studies suggest that the predominance of CD8+ T cells in the

myocardial tissue of infected individuals is closely related to the profile of adhesion
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molecules and chemokine receptors displayed by these cells [44]. Thus, in the cardiac tissue
of animals infected by T. cruzi, have been found high levels of CXCL9, CXCL10 and CCL5
chemokines concomitant to the increase of the activated CD8+ T cells [45]. Furthermore, was
observed that most CD8+ T cells present in the heart tissue of infected mice expresses the

receptor CCR5 for B-chemokines [46].

Studies also showed that in knockout mice for IFN-y, low levels of CCL2, CCL3,
CCL5, CXCL10 and CXCL9 were found implying a significant reduction of the leukocyte
myocardium infiltrate [47]. Similar results were also observed in knockout mice for CCR5
[48] as well as in animals treated with a CCR1/CCR5 (Met-Rantes) inhibitor [49]. This
demonstrates the involvement of B-chemokines induced by IFN-y in the myocardium T CD8+
cells inflammatory infiltrate, in a consequence of the differential recruitment of these cells by

complementary chemokine receptors exhibited on their surface.

Studies in humans have already given evidence of high levels for chemokine receptors
co-expression with inflammatory cytokines, namely as TH1 profile CCR5-1FN-y, CXCR3-
IFN-y, and CXCR3-TNF-a, have already been found in chronic patients with heart disease
compared to asymptomatic ones [50]. The investigation of genetic susceptibility showed a
low expression for CCR5 in indeterminate patients [51] and a high expression for CCL2 by
cardiac ones [52]. Moreover, high serum levels were also found for CCL2, CXCL9 and
CXCL10 for cardiac patients, and the raising of these levels was associated with the

worsening of cardiac function [53].

Therefore, in the present study, it is possible that this higher proportion of
CD8+CCR1+ T cells in severe cardiomiopathy patients may represent the population of

CDB8+ T cells established in these patients heart tissue, giving evidence of an inflammatory
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process mainly by the Thl response and the production of chemokines induced by IFN-y,

which accounted for the attraction of T CD8+ cells via CCR1.

Interestingly, we also observed that severe cardiomiopathy individuals had higher
levels of CD8+CCR3+ T cells and high MIF for CCR3 compared to indeterminate ones.
Moreover, mild cardiomiopathy patients had higher levels of CD4+CCR4+ T cells compared

to those indeterminate.

Conventionally, the CCR3 chemokine receptor is defined as having a Th2 profile and
in many studies is implicated in the development of allergic manifestations [54, 55].
However, besides to the cell surface markers, to define exactly if a cell can be described as
having a Thl or Th2 profile, its effector functions must be evaluated, such as its production of
cytokines. Furthermore, CCL5 which production is induced by IFN-y, has CCR1, CCR3 and
CCRS5 receptors as binders [56]. Also, CCR3 and CCR5 together with selectins and adhesion
molecules, play a fundamental role in the migration of effector memory T cells to
inflammatory and granulomatous areas of autoimmune diseases [57]. Thus, as in present
study, was also observed a greater production for CCL5 and elevated levels for CD8+CCR1+
T cells by patients with severe cardiomiopathy, we suggest that these highest levels of
CD8+CCR3+ T also found in these patients, may come to corroborate the idea that this
receptor may be acting jointly to the CCRL1 to attract CD8+ T cells to the heart tissue by

means of a Thl response profile.

Concerning CCR4, it is known to be selectively expressed in Th2 and Th17 helper T
cells and in regulatory T (Treg) cells concomitant to the respective production of IL-4, IL-17
and IL-10 [58]. However, high levels of CD4+CCR4+ T cells associated with IL-10
production have been observed and implied in the pathogenesis of autoimmune diseases such

as systemic lupus erythematosus (SLE), ankylosing spondylitis (AS) and rheumatoid arthritis
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(RA) [59]. In fact, studies have already proposed that the imbalance between the Thl and Th2
profiles could be associated with the pathogenesis of SLE, where the high production of Th2-
type cytokines, since they promote the production of antibodies by B cells, could play a key
role in these patients developing autoantibodies [60].

In human CD, the involvement of a Thl or Th2 profile, in establishing its chronic
clinical forms has never been defined. The Th1l profile seems to be the most suitable one to be
involved in the immunopathogenic mechanism of tissue damage. Nevertheless, autoimmune
processes have not been discarded [15]. Thus, our findings corroborate the idea of an
autoimmune mechanisms ocurrence in patients with a mild cardiopathy which might be acting
jointly with an inflammatory Th1 profile in establishing damage and a clinical progression in
this group of patients.

Finally, chemokines receptors are not definitive markers of cell differentiation (as the
example of the CRTH2+ evaluation for the Th2 profile), it would also be necessary to observe
intracellular cytokine and chemokine production by these cells [61]. Therefore, without more
specific markings, we can only infer which receptors could be acting preferentially in the

migration of these cells to the areas of inflammation.

Conclusion

Based on chemokines production and the expression of chemokine receptors by T
cells, the results observed in current study, enabled differentiate the immune response of
asymptomatic patients from those with mild and severe cardiopathy of chronic CD. Thus, we
confirm the idea that these immunological mediators are closely involved in the development
of chronic Chagas cardiomiopathy and may come to be used, after a longitudinal study, as

markers of chronic clinical form and disease prognosis.
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Abstract
Increased levels for double-positive CD4+CD8+ T cells with activated phenotype in chronic
Chagas cardiomyopathy have raised questions on the role of these cells in the development of
the cardiac lesions of disease. Given the importance of chemokines and their receptors for the
migration and differential activation of leukocyte subpopulations, this study evaluated the
expression for chemokine receptors on the surface of CD4+CD8+ T lymphocytes in patients
with chronic Chagas Disease. Patients with the indeterminate form and cardiac form with
varying degrees of cardiac impairment, were selected. After cultivation of whole blood and
stimulation with epimastigote antigen, chemokines receptors on the surface of CD4+CD8+ T
lymphocytes were evaluated by flow cytometry. The CARD2 group had higher levels of
CD4+CD8+CCR1+ and CD4+CD8+CCR3+ T cells as well as greater expression for CCR3
than the IND group. It is possible that the lymphocyte populations found in this study may
represent subpopulations of T cells that have been established in the inflammatory infiltrate of
the heart tissue of these patients, recruited via CCR1 and CCR3 and which may be involved in
both autoimmune and cytotoxicity mechanisms implicated in the progression with clinical

symptoms in this group of individuals.

Key-words: chronic Chagas disease; cardiomyopathy; CD4+CD8+ T cells; chemokine

receptors
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Introduction

Chagas Disease (CD), caused by the parsite Trypanosoma cruzi, presents clinical
chronic forms with a high severity and morbidity, which represents a major medical concern
in regions where CD is endemic [1]. The clinical manifestations range from an absence of
symptoms and structural abnormalities (indeterminate form - IND) to cardiovascular (cardiac
form - CARD) and/ or digestive (digestive form) disorders [2]. In order to understand the
mechanisms through which these different clinical scenarios develop, studies have been
conducted to clarify the role of the immune response of the host regarding the infection
caused by the parasite [3-14].

In the acute phase of CD, a robust immune response developed by the host is
responsible for favoring the effective control of parasitaemia. This parasite control is achieved
mainly by the action of cells of the innate immune response, as Natural Killer (NK) cells,
neutrophils, and macrophages, which release pro-inflammatory cytokines such as interferon
IFN-y and the tumor necrosis factor TNF-a [15]. Thus, the directioning and maintenance of
the adaptive cellular and humoral immune response against T. cruzi in the chronic phase is
orchestrated by this production of cytokines observed since its acute phase [16].

Therefore, studies imply that the permanence of an inflammatory process in the
absence of immunomodulatory mechanisms is held to act as a causal agent of the tissue
damage observed in symptomatic chronic forms [17]. Thus, it has been observed that
activated CD8+ T cells expressing granzyme A and TNF-a predominate in the inflammatory
infiltrate associated with the cardiac lesions of the disease [18]. Moreover, the association
between the expression of IFN-y and the occurrence of a severe cardiac disease was observed,
thereby suggesting that, in the chronic phase, there is a relationship between the production of

IFN-y and the morbidity of the disease [19]. And it has already been shown that clones of T
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cells derived from the inflammatory infiltrate of chagasic patients are excellent producers of
IFN-y [20].

On the other hand, the chronic indeterminate form of CD has been associated with the
capability of a greater production of regulatory cytokines such as IL-10 and a lesser
production of inflammatory cytokines such as IFN-y and TNF-a [21, 22]. Thus, it is possible
that the ability to produce IL-10 at later stages of the acute phase could be important to
control the immune response and to allow the chronification of the disease without damaging
the cardiac and/or digestive tissues. Thus, this fine balance between pro- and anti-
inflammatory cytokines as well as an effective cell response would need to be achieved to
maintain stable parasitic levels in the absence of tissue damage [16].

However, in human CD, although the Thl profile appears to be the most likely
involved in the immunopathogenic mechanism of tissue injury and in establishing its chronic
clinical forms, neither the involvement of a Thl or Th2 profile has been definitive, nor
autoimmune mechanisms been discarded [17]. Thus, it is extremely important to continue
evaluating cells and immunological mediators that may play key roles towards developing
this immunopathology.

Interestingly, CD4+CD8+ double-positive (DP) activated T cells have been shown to
predominate in individuals with the cardiac form of CD [23, 24]. The presence of these cells
challenges current knowledge about T lymphocyte subpopulations involved in the adaptive
immune response during T. cruzi infection. Despite the role of the in vivo activity of these
cells remaining uncertain, the fact that they are potentially autoreactive may influence the
immunopathological events observed in CD [25]. Thus, if verified that levels of DP T cells
are correlated with the extension to the myocardium damage of the cardiac form, these cells

could act as clinical markers and contribute to the development of alternative treatments.
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Thus, studies evaluating the role of DP T cells can provide new knowledge about the parasite-
host relationship established during infection by T. cruzi [26].

In view of the autoreactive potential that DP T cells may be exercising into the
establishment of the cardiac form of CD and the differential migration of immune cells via the
chemokine receptors, the purpose of this study was to evaluate the expression of chemokines
receptors by DP T cells in patients with chronic CD. Thus, we set out to understand the
possible differentiation in migratory mechanisms of these cells and their contribution to the

inflammatory process established in the cardiac tissue in these individuals.

Methods

Study population

The selection of patients with chronic CD was conducted at the Ambulatério de
doenca de Chagas e Insuficiéncia Cardiaca do Pronto Socorro Cardiolégico de Pernambuco
(PROCAPE)—Universidade de Pernambuco (UPE), Brazil. The inclusion criteria were: (1) a
serological confirmation of Chagas disease ((Enzyme-linked immunosorbent assay/ELISA
and/or immunofluorescence reaction/RIFI); (2) the clinical form being characterized by the
patient’s medical history, physical examination and clinical tests (electrocardiogram, chest X-
ray, echodopplercardiography and oesophagogram), in accordance with the I Latin American
Guidelines for the diagnosis and treatment of the Chagas Disease cardiomyopathy [27]; (3)
absence of gastrointestinal symptoms and comorbidities (hypertension, diabetes, thyroid
disease and inflammatory and/or infectious diseases) and (4) absence of previous etiological

treatment with benznidazole.
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After the screening process, the 56 patients (thirty women and twenty-six men) were
grouped as follows: an IND group (n = 20, average age 53 = 11.84) of patients classified as
stage A of cardiac involvement, with the chronic asymptomatic form of CD, i.e. those without
current or former symptoms of heart failure (HF) and whose clinical tests were normal; one
CARD1 group (n = 20, average age 64 + 9.5) of patients classified as stage B1, with mild
chronic cardiac form of CD, i.e. those with electrocardiographic abnormalities (conduction
disorders or arrhythmias) but with normal global ventricular function; and one CARD2 group
(n = 16, average age 59.6 £ 9.5) of patients classified as stage C, with severe chronic cardiac
form of CD, i.e. those with previous or current symptoms of HF and who had ventricular
dysfunction confirmed by echodopplercardiogram. The protocols described in this study were
approved by the Ethics Committee on Research in Human Beings of CPgAM/Fiocruz (CAEE:
0032.0.095.000-10) as per the 1975 Declaration of Helsinki, revised in 1983, and the
individuals who agreed to participate signed a properly informed consent form before being

included in the study.

Epimastigote antigen (EPI)

The antigen was obtained as described by Pereira et al. (2000) [28]. Briefly,
epimasgotes of the Y strain of T. cruzi, grown in a liquid medium (Liver Infusion Tryptose)
and then washed in saline solution (phosphate buffered saline-0.15 M PBS, pH 7.4) by
centrifugation. The mass was resuspended in a protease inhibitor (1 mM
Phenylmethanesulphonylfluoride (PMSF) and 1 mM ethylenediamine teracetic acid (EDTA),
and the parasites were ruptured by a 4-cycle repetition process of freezing in liquid nitrogen
and thawing at 37°C. The cellular lysate was centrifuged at 10,000 X g for 10min at 4°C and

the supernatant subjected to further centrifugation at 100,000 X g for 60 minutes at 4°C. The
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protein concentration was estimated in the supernatant by using the DC Protein Assay kit

(Bio-Rad Laboratories). Aliquots of the epimastigote antigen were stored at -70°C.

Cell Culture

After collecting blood in tubes containing sodium heparin (BD Vacutainer), 1 mL was
cultured in the presence of 1 mL RPMI 1640 medium (SIGMA-ALDRICH®, St. Louis, MO,
USA), supplemented with L-glutamine, 1% of antibiotic (10,000 U penicillin, 10,000 U
streptomycin; SIGMA-ALDRICH®) and 10% fetal bovine serum (SIGMA-ALDRICH®).
The cultures were incubated at 37°C with 5% CO, for 1 day, and stimulated with
phytohemagglutinin-PHA (GIBCO, Saranac, NY, USA) (5pug/ml) (positive control),

epimastigote antigen-EPI (25 pg/mL) and unstimulated culture (SE) was also performed.

Immunophenotyping

After the end of cell culture, the blood cells were treated with (20 mM) EDTA
(SIGMA-ALDRICH®), followed by washing by centrifugation (300g / 5 min / RT) in PBS
containing 0.5% bovine serum albumin (SIGMA-ALDRICH®) and 0.1% Sodium azide
(SIGMA-ALDRICH®) (PBS-Wash).

The samples were immunostained with fluorescein isothiocyanate (FITC) -
Conjugated anti-CD8 (clone: 3B5) (Caltag, Burlingame, CA, USA), peridinin-chlorofil
protein complex (PerCP) conjugated anti-CD4 (clone: S3.5) (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
USA), alexa fluor (AF) conjugated anti-CCR1 (clone: 5354), anti-CCR3 (clone: SF8) and
anti-CXCRS5 (clone: PF8B2) (BD™, Franklin Lakes, NJ, USA), and phycoerythrin (PE)

conjugated anti-CCR4 (clone: 161), anti-CCR5 (clone: 2D7/CCR5), anti-CXCR2 (clone:



131
6C6), anti-CXCR3 (clone: 1C6/CXCR3) and anti-CXCR4 (clone: 1D9) (BD™, Franklin
Lakes, NJ, USA). After washings, the cells were stored at 4°C until acquired and analyzed by

flow cytometry.

Flow Cytometry Acquisition and Analysis

Immunostained samples were run in a FACScalibur® flow cytometer (Becton
Dickinson), and a minimum of 20,000 events/sample collected. The acquisition strategy
began by selecting the lymphocyte population gate by means of the dot plot Forward Scatter
Channel (FSC) versus Side Scatter Channel (SSC). To assess the frequency of the
CD4+CD8+ T lymphocites and the chemokine receptors, first of all, the statistical quadrant
FL3 (CD4) versus FL1 (CD8) of the population of DP T cells in the dot plots (R2 window)
was analyzed. Thereafter, the window of interest R2 in the FL3 versus FL1 graph was
selected, and FL2 (CCR1, CCR3 and CXCR5) or FL4 (CCR4, CCR5, CXCR2, CXCR3 and
CXCR4) versus FL1 two-bidimensional graphs were obtained. The mean intensity of
fluorescence (MIF) was determined by histogram analysis. Data acquisition and analysis were

performed using CellQuest Pro software.

Statistical Analysis

Bartlett’s test for the homogeneity of variances was firstly applied. The p value was
obtained by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn's test. To evaluate high expression the
chi-square test was performed. A significance level of 5% (a=0.05) was considered in all

analyses. The software used were Excel 2010 and GraphPad Prism 5.0.



132

Results

Chemokine receptors expression on CD4+CD8+ T lymphocytes.

We observed that CARD2 group showed a greater proportion of DP T cells expressing

CCRL1 (EPI) (p=0.041) and CCR3 (SE) (p=0.038) than the IND Group (Figure 1 A-B).
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Figure 1. Levels for CCR1+ (A) and CCR3 (B) expression on CD4+CD8+ T cells, after stimulation with
epimastigote antigen (EPI) and without antigenic stimulation (SE), in patients with the chronic forms of Chagas
disease. Patients with the indeterminate clinical form (IND) (n=20), mild cardiac form (CARD1) (n=20) and
severe cardiac form (CARD2) (n=16). The horizontal bars represent the arithmetic mean and standard error.
Kruskal-Wallis test followed by Dunns test was performed. Statistical differences (p-value<0.05), are indicated

by arrows and by the symbol (*) in the Figure.

High expression for chemokine receptors on CD4+CD8+ T lymphocytes

In order to detect the high expression for chemokine receptors, a cut-off was
established corresponding to the average expression values of all the Groups evaluated (IND,
CARD1 and CARD?2). The individuals were placed above or below this value, in accordance

with their expression levels for the receptors. Thus, was observed a high expression for the



133
CCR3 on DP T cells (SE) (p=0.001), by 62.5% of the CARD2 individuals in comparison to

the IND Group (Table 1).

Table 1. High expression for CCR3 on CD4+CD8+ T cells by patients with chronic Chagas

disease with or without stimulation by EPI.

Global mean High-producer (%)
CD4+CD8+ T Cells
(cut-off) IND CARD1  CARD2
CCR3+
EPI 16,70 (1,93 - 90,45) 2500 40,00 38,00
SE 13,29 (1,58 - 55,20) 10,00 40,00 62,50*

Data are expressed as percentage of individuals displaying percentage of cells higher or equal the global mean
(cut-off) calculated using data from all groups.

EPI, epimastigote antigen, SE, without antigenic stimulation, IND, indeterminate clinical form, CARD1, mild
cardiac form, CARD?2, severe cardiac form.

The chi-square test was used, and statistical significance (p-value<0.05) is represented by the symbol (*) for

comparisons with IND.

Discussion

Cell infiltrate associated with myocarditis observed in the acute T. cruzi infection is
induced by a polarized Thil-type response and high production for IL-6, IL-1, IFN-y and
TNF-a [29, 30], which influences the expression of chemokines and adhesion molecules in
the affected tissues. While this inflammatory reaction controls the parasite replication and
parasitism, its persistence with the disease chronification is the major cause of damage to the

tissues, resulting in morbidity and mortality for the individuals affected. [18]
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During the infection, most of the mononuclear cells recruited and found in the
inflammatory infiltrate around the cardiomyocytes are CD8+ T lymphocytes. In fact, mice
deficient in inflammatory cytokines and in CD8+ T cells are susceptible to the infection with
T. cruzi. [31] The CD4+ T cells also play an important role in orchestrating the immune
response via the production of cytokines. Less common, but functionally relevant, other cell T
subpopulations such as the double-negative CD4-CD8- and the DP T cells have also been
described as active in the immune response to T. cruzi, though their functions are not
completely understood [26,32].

DP T cells represent a thymus subpopulation, a precursor of CD4+ or CD8+ T
monopositives (MP) cells, with a distribution regarded until recently as restricted to the
thymus [26]. However, it is known that in healthy individuals, the circulating DP T cells
represent about 1-3% of the total population of T lymphocytes [33] and that the frequency of
these cells can be increased in various inflammatory disorders [34-37].

Studies also report an increased frequency for DP T cells in chronic and infectious
human diseases with an antigenic persistentence [38, 39]. Thus, it has been observed that the
percentage of DP T cells expressing activation markers was increased in chronic Chagas
patients compared to control subjects, including individuals without Chagas cardiomyopathy
[25].

With regard to these peripheral DP T cells origin, experimental data indicate both the
occurrence of an escape of these cells from the thymus [40] and a later differentiation of
CD4+ or CD8+ MP T cells after exhaustive antigenic stimulation [41, 42]. Therefore, studies
have shown an association, in mice, between thymic atrophy with severe depletion of
CD4+CD8+ thymocytes and an increase in up to 16-fold the number of these cells found in
the periphery (subcutaneous lymph nodes) after acute infection by T. cruzi [43, 44], which

supports the theory of "thymic escape”. However, the expression of the "second"” correceptor
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by MP T lymphocyte as a consequence of continuous antigenic stimulation also appears
feasible, given the high degree of activation found in these cells by some studies [25].
Nevertheless, further studies are needed to determine the source of these cells in CD patients.
Therefore, their detection in the peripheral blood of murine models of T. cruzi infection and in
individuals with CD could raise new questions about their importance in the pathogenesis of
this important disease.

In the same context, chemokines and their receptors represent immune response
mediators involved in vascular permeability, attraction, migration and activation of immune
cells. Thus, they have a key involvement in the development of various inflammatory and
chronic diseases [16][45-47], since the type of observed cellular infiltrate, is controlled, in
part, by its subgroup expressed in the affected tissue.

In the human CD, high levels for chemokine receptors co-expression with
inflammatory cytokines, namely as TH1 profile CCR5-1FN-y, CXCR3-1FN-y, and CXCR3-
TNF-0, have already been found in chronic patients with heart disease compared to
asymptomatic ones [48]. The investigation of genetic susceptibility showed a low expression
for CCR5 in indeterminate patients [49] and a high expression for CCL2 by cardiac ones [50].
Moreover, high serum levels were also found for CCL2, CXCL9 and CXCL10 for cardiac
patients, and the raising of these levels was associated with the worsening of cardiac function
[51]. This indicates that the chemokine and their receptors are also involved with the
precocious development of CD cardiomyopathy on recruiting specific subpopulations of cells
to the affected tissues.

Thus, in this study, the expression for chemokine receptors by DP T cells of chronic
CD patients, demonstrated that individuals with severe heart cardiomyopathy presented
significantly higher levels for the CCR1 and CCR3 receptors for these cells than the

indeterminate ones.
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Interestingly, similar results were found in another study conducted by our group, in
which we observed that the cardiac patients presented higher levels for CD8+ MP T cells
expressing CCR1 and CCR3 than the indeterminate ones (manuscript in preparation).

These results were in agreement with the literature, since is proposed that the
maintenance of the inflammatory process established in the cardiac tissue of chronic CD
patientes is mainly due to the Th1 response and the production of chemokines induced by
IFN-Y. Therefore, with the intermediate of the correspondent chemokine receptors in target
cells, such as CCR1 and CCR3, these CD8+ MP T cells and the DP T cells could be easily
and differentially recruited to the cardiac tissue of these patients.

Accordingly, studies have already demonstrated a high expression for perforin in
peripheral DP T cells by chagasic patients in general. However, only the symptomatic ones
presented an increase rate of this enzyme degranulation. Furthermore, the migratory capacity
of DP T cells to cardiac tissue was also observed [25].

Thus, considering that cells found in peripheral blood potentially reflects the
inflammatory infiltrate being maintained in cardiac tissue, it would be possible to associate a
cytotoxic action for these peripheral DP T cells found in this study to the heart damage
observed in the individuals evaluated.

Also, in the same afored mentionade study conducted by our group, was observed a
greater proportion of CD4+ MP T cells expressing CXCR5 and CCR4 in cardiac patients
compared to indeterminate ones, and was associated to the possible existence of autoimmune
processes in patients with cardiac symptoms.

In thid regard, the results of the present study, in part, corroborate this hypothesis,
since the expression of both the CD4 and CD8 co-receptors on the DP T cells could decrease
its functional threshold for antigen recognition via MHC and/or reduce the need for co-

stimulatory signals provided by the antigen-presenting cells in the activation of the T cells,
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increasing the affinity of the TCR by its ligand [52, 53]. As a result, the DP T cells could be
activated by low antigen concentrations as found in individuals with chronic CD, and this
differentiated activation could induce cytotoxic activity, not only against parasite antigens, but
also towards cells expressing own antigens, thereby leading to formation of a cross-reaction
or neopeptides and favoring autoimmune reactions in the tissue affected [24, 27].

Accordingly, studies have already stated that the IFN-y production by DP T cells could
also be involved with the induction of protective/autoreactive Thl cells, and regardless their
origin, DP T cells could be associated with the autoimmune component of the cardiac form of
CD, since they present characteristics of activated and memory MP T cells, such as IFN-y
production, CD44 and CD69 expression and cytotoxic activity [26, 27].

Thus, in this study, the Thl profile seems to be the most likely involved in the
immunopathogenic mechanism of tissue damage observed in the serious cardiomiopathy of
chronic CD, but without discarding possible autoimmune processes [23]. It is possible that the
greater proportion of DP T cells expressing CCR1 and CCR3 found in the peripheral blood of
patients with severe cardiomiopathy, may represent a subpopulation of T cells established in
the inflammatory infiltrate of the cardiac tissue of these patients, and that is involved in both
mechanisms of auto-immunity and of cytotoxicity for the disease clinical progression with
symptoms in this group of individuals.

Finally, after investigations about susceptibility to T. cruzi infection in the absence of
these specific cells, and after longitudinal studies to assess their levels in chronic CD patients,
the importance of CCR1+ and CCR3+ DP T cells as therapeutic targets and clinical

progression markers could be established.

Conclusion
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Based on our findings, the DP T cells expressing the chemokines receptors CCR1

and CCR3 are intimately involved in the development of the severe cardiomiopathy of CD,
given that they were differentially expressed in this group of patients. Thus, after a
longitudinal study, we ratified the idea that these cell sub-types may come to be used as

markers of a chronic clinical form and the disease prognosis.
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ANEXO A

Modelo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO PARA O PORTADOR
DE Trypanosoma cruzi

Titulo de projeto: Avaliacdo de marcadores imunolégicos em portadores da
cardiopatia da doenca de chagas utilizando os antigenos CRA e FRA de

Trypanosoma cruzi

Eu, :
RG , residente na rua

, n.
bairro , municipio , Estado
____, usuario do (s) telefone (s) () , aceito

7z

participar desse estudo, cujo objetivo é analisar células do sangue diante de
substancias presentes no parasita causador da doenca de Chagas (antigenos). Fui
informado que como portador da doenca de Chagas terei até seis colheres de cha
de meu sangue (30 ml) coletadas através de um tubo adaptado a uma agulha, estéril
e descartavel. Esse procedimento é praticamente isento de risco, pois todo material
utilizado é descartavel, porém, podera causar dor ou mancha vermelha (hematoma).
Fui informado que depois da coagulacdo de meu sangue no tubo, a parte liquida
(soro) sera separada e guardada a -20C. Também fui informado que 0 meu sangue
sera cultivado e avaliado quanto a producao de citocinas (substancias envolvidas no
sistema de defesa contra doencgas), quando em contato com 0s antigenos acima
citados. Fui informado ainda que, se tais antigenos funcionarem como produtores de
um padrdo de citocinas nas formas clinicas cronicas da doenca serdo de grande
auxilio para geragéao de conhecimento e futuramente para orientar a conduta médica
relacionada ao tratamento do paciente. Também fui informado que os resultados dos
meus exames clinicos como raio-X, eletrocadiograma e ecocardiograma, entre
outros, serdo consultados através de meu prontuario médico e avaliados pelos
pesquisadores e meu médico. Além disso, também responderei a um formulario de
pesquisa. Fui informado que os meus dados serdo preservados em sigilo absoluto

quando da publicacdo do resultado da pesquisa e que autorizo que sejam
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armazenadas amostras biolodgicas para utilizacado posterior. Também fui informado
que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento de participar da pesquisa
sem sofrer nenhum tipo de penalizacdo ou pressdo e que néo receberei nenhuma
compensacdao financeira para participar deste estudo. Além disso, fui informado que
participando ou ndo dessa pesquisa meu atendimento no ambulatorio, bem como

meu tratamento continuara acontecendo normalmente.

Fui informado também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando uma

em posse do pesquisador e outra comigo.

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

Data: / /
Paciente Assinatura
Testemunha Assinatura
Responsavel pelo projeto Assinatura

Responsaveis principais pelo projeto:

Yara M. Gomes (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2559/ 2101-2674

Virginia M. Barros de Lorena (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9965-1663
Adriene S. Melo (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9734-4694

Ana Karine Soares (CPgAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 8692-1419

Suellen C. M. Braz (CPqQAM/FIOCRUZ) Telefone: 2101-2566/ 9127-1868

Maria da Gloria de Melo (HUOC/UPE) Telefone: 2101-1441/ 9976-5398



146

ANEXO B

Carta de aprovagédo do Comité de Etica

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: “Avaliagdo de marcadores imunolégicos em portadores da
cardiopatia da doenca de Chagas utilizando os antigenos CRA e FRA de

Trypanosoma cruzi.”.
. Pesquisador responsavel: Yara de Miranda Gomes
== " Instituicdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentago ao CEP: 17/05/2010
~ Registro no CEP/CPgAM/FIOCRUZ: 33/10
Registro no CAAE: 0032.0.095.000-10

PARECER N° 34/2010

O Comité avaliou as modificagbes introduzidas e considera que os
procedimentos metodolégicos do Projeto em questio estdo condizentes com a
conduta ética que deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acordo com o Cédigo de Etica, Resolugio CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagéo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 07 de julho de 2013. Em
caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizagéo do projeto.

Recife, 07 de julho de 2010.

g

M‘t SIAPE 0403370
CPgAm / FIOCRUZ

Observacéo:
Anexos:
e Orientagdes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 07/07/2011.
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