e
e~

-1_-‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

™

Kamila Kassia dos Santos Oliveira

INVESTIGACAO DA RESPOSTA, IMUNE INDUZIDA POR VENENO DE Bothrops
erythromelas EM CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES INFECTADAS COM
Trypanosoma cruzi

RECIFE-PE
2018



Kamila Kassia dos Santos Oliveira

INVESTIGACAO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR VENENO DE Bothrops
erythromelas EM CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES INFECTADAS COM
Trypanosoma cruzi

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
graduacdo em  Medicina  Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco, como
critério para a obtencéo do titulo de Mestre em
Medicina Tropical.

Orientadora: Dr2 Virginia Maria Barros de Lorena
(Instituto Aggeu Magalhaes - IAM/Fiocruz)

Co-orientadora: Dr2 Karla Patricia de Oliveira Luna
(Universidade Estadual da Paraiba - UEPB)

RECIFE-PE
2018



Catalogacéo na Fonte
Bibliotecaria: Monica Uchda, CRB4-1010

048i

Oliveira, Kamilla Kassia dos Santos.

Investigacdo da resposta imune induzida por veneno de Bothrops
erythromelas em cultura de células mononucleares infectadas com
Trypanosoma cruzi / Kamilla Kassia dos Santos Oliveira. — 2018.

107 f.:il.; tab.; 30 cm.

Orientadora: Virginia Maria Barros de Lorena.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco,
CCS, Programa de P6s-Graduagédo em Medicina Tropical. Recife, 2018.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Trypanosoma cruzi. 2. Veneno. 3. Citocinas. 4. Imunidade celular.

I. Lorena, Virginia Maria Barros de (Orientadora). Il. Titulo.

616.9363 CDD (23.ed.) UFPE (CCS2018-158)




e
e~

-1_-‘ UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MEDICINA TROPICAL

™

KAMILA KASSIA DOS SANTOS OLIVEIRA

INVESTIGACAO DA RESPOSTA IMUNE INDUZIDA POR VENENO DE Bothrops
erythromelas EM CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES INFECTADAS COM
Trypanosoma cruzi

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
graduagdo em  Medicina  Tropical da
Universidade Federal de Pernambuco, como
critério para a obtencao do titulo de Mestre em
Medicina Tropical.

Aprovada em: 22/02/2018.

BANCA EXAMINADORA

Prof® Dr* Vlaudia Maria de Assis Costa
Departamento de Medicina Tropical/lUFPE
(Examinadora Interna)

Prof® Dr* Leuridan Cavalcante Torres
Departamento de Saude Integral do Instituto Medicina Integral Prof. Fernando Figueira/IMIP
(Examinadora Externa)

Prof® Dr* Taciana Mirely Maciel Higino
Centro Especializado em Reabilitacdo/CER/FAV
(Examinadora Externa)


http://lattes.cnpq.br/8801226015743207

A rainha da minha vida: minha mae Katia.
A meu pai Janduir Oliveira (in memorian), pelo alicerce que eles construiram em

minha vida académica e profissional.



AGRADECIMENTOS

A Deus,

Pelas suas béncéos derramadas em minha vida. Por estar sempre ao meu lado protegendo,
guiando, iluminando e dando discernimento necessério em toda minha trajetéria de vida.
Obrigada, Jesus!

A minha mae Katia,

Pela sua dedicacdo. Por fazer o seu melhor sempre. Pelos ensinamentos e rendncias
muitas vezes sO para ver um SOrriso em meu rosto. Sem tantas palavras, porque
simplesmente eu te amo dia a dia. Te amo mais que tudo!

Ao meu eterno painho Janduir,
Por todos ensinamentos académicos e de vida. Minha eterna inspiragcdo e exemplo de
grande mestre (in memoriam).

A Zeliclécio,
Por me ensinar pacientemente a encarar a vida com perseveranca e coragem. Por todo
incentivo e ajuda quando eu preciso. Amo-te.

A todos professores que me ajudaram a chegar até aqui,

Em especial a professora/amiga Joelma Souza, pelas orienta¢cées desde a graduacdo. Por
ensinar muito mais que conhecimentos imunolégicos, mas principalmente ensinar a
enxergar o caminho que hoje estou percorrendo. Sem sua ajuda, com certeza nada disso
teria acontecido. Amo vocé, Jo.

A minha queridissima orientadora Virginia Lorena,

Por me acolher com tanto amor, dedicagéo e presteza.

Por ser essa orientadora amiga que tantos querem ter. Com vocé tudo foi mais simples e
sem dificuldades. Nos momentos que pensei que ndo iria conseguir, vocé me mostrou a
simplicidade das soluc¢des. Aprendi como licdo de vida! Pois &, que sorte é a minha dividir
esse momento da vida cientifica com vocé. Amo-te, Vivi.

A minha segunda orientadora, Karla Luna (Kaly),

Por confiar no meu empenho e ajudar a desenvolver esse projeto lindo e desafiador;

Por fornecer sempre que precisamos, o material biol6gico para a pesquisa. Por toda
orientacdo, vocé foi essencial para o sucesso do trabalho. Sou eternamente grata.

A Mineo Nakazama,
Pela colaboracéo na rotina de trabalho e pelo incentivo diario.

A minha amiga Leyllane Moreira,

Simplesmente pela sua amizade verdadeira. Quando eu precisei, Vocé esteve ao meu lado,
apoiando, incentivando e motivando. Leyllinha, por todos ensinamentos compartilhados,
também agradeco. Por todos abracos, por chorar junto comigo, por compartilhar os
momentos mais impares deste trabalho. Com vocé tudo foi mais facil. Sua amizade € o
prémio valioso dessa jornada. Amo muito!

A Michelle Barros,
Por compartilhar esse momento em minha vida e sempre ser disposta a ajudar através de
palavras ou agfes. Pela sua sinceridade e amizade. Amo vocé, Mish.



Ao Grupinho Chagas,
Pelas discussbes cientificas e momentos de descontracdo. Com vocés meus dias se
tornaram mais suaves. Em especial a Diego Lira, pela contribuicdo nos experimentos.

A todos colegas da turma de mestrado,
Em especial ao nosso representante Jorge Belém, pelos momentos compartilhados em sala
de aula, seminarios, discussfes, almo¢os e momentos de descontracao.

Aos membros da banca de qualificag&o, Dra. Vlaudia Costa, Dra. Clarice Morais
e Dra. Camila Carvalho,
Pelas valiosas criticas e sugestdes.

A toda minha familia,
Pelo apoio e incentivo.

A meu tio Carlos Gomes e familia (Maisa, Estevéo e Jodo Paulo),
Por me acolherem em sua casa. Conviver esses anos com vocés foi de grande
amadurecimento pessoal. Amo vocés!

A todos amigos,
Pelas oracdes, palavras de fé e incentivo.

Ao Laboratério de Pesquisa Translacional e aos colegas,

Pela oportunidade de contribuir e aprender fazer ciéncia.

Pelo incentivo de cada um, desde o momento decisivo em fazer a p6s-graduacao; Por dividir
experiéncias e compartilhar comigo a vitéria da aprovagédo no mestrado.

A Universidade Federal de Pernambuco,
Pela oportunidade em conhecer um pouco mais sobre as doengas tropicais.

Ao Museu vivo répteis da caatinga,
Por ceder o veneno para o estudo.

Instituto Aggeu Magalhdes — IAM/FIOCRUZ, Pernambuco,
Por toda infraestrutura e recursos fundamentais para realizacdo do estudo.

CNPq,

Pelo auxilio financeiro.

A todos que contribuiram direta ou indiretamente para o sucesso deste
trabalho.

Muito obrigada!



Nada é pequeno se feito com amor.

(Santa Teresinha do Menino Jesus)



OLIVEIRA, Kamila Kassia dos Santos. Investigacdo da resposta imune induzida
por veneno de Bothrops erythromelas em cultura de células mononucleares
infectadas com Trypanosoma cruzi. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Medicina
Tropical) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, 2018.

RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma infec¢cdo causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) que é transmitido aos seres humanos e a outros mamiferos por
insetos triatomineos contaminados. A Unica terapia disponivel para o tratamento da
DC no Brasil € o Benzonidazol (Bz), porém, a eficacia desse farmaco é variavel, pois
induz uma resposta inflamatoria e causa efeitos colaterais aos pacientes. Por outro
lado, o Bz associado com outras drogas é capaz de aumentar a eficacia do
tratamento. Neste contexto, o veneno de serpentes tem mostrado atividades
tripanocidas, todavia, 0s mecanismos imunoldgicos ainda ndo foram esclarecidos. O
presente estudo teve como objetivo investigar o efeito do veneno de Bothrops
erythromelas (B. erythromelas) sobre a resposta imune induzida em cultura de
células mononucleares infectadas com formas tripomastigotas do T. cruzi e tratadas
in vitro com o veneno da serpente através da deteccdo de citocinas (pro-
inflamatorias e anti-inflamatorias). Sangue de individuos ndo portadores da doenca
de Chagas foi coletado em tubos de heparina para centrifugacédo por gradiente de
densidade usando Ficoll-Hypagque onde as células mononucleares de sangue
periférico (PBMC) foram separadas e infectadas com formas tripomastigotas Cepa Y
de T. cruzi, seguida de adicdo do Bz e veneno de B. erythromelas as culturas. Apos
o tempo de cultivo, os sobrenadantes foram estocados para posterior analise das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF por Citometric Beads Array (CBA). As
células foram avaliadas por citometria de fluxo quanto a expressdo das moléculas
CD28* e CTLA-4* (em linfécitos T CD4* e CD8*) e das moléculas CD80*, CD86" e
HLA-DR* (em mondcitos CD14%). Quanto a producédo de citocinas os resultados
mostraram que o veneno diminuiu a expressao de citocinas em todas as condi¢des
de ensaio em comparacdo aos controles. Porém, o tratamento com veneno induziu
aumento da expressdo de CD28* em linfocitos TCD4*; e em mondcitos CD147,
aumento da expressao das moléculas de ativagdo CD80+ e HLA-DR* demonstrando
que o veneno induz ativacdo dessas células. Por outro lado, o veneno induziu
aumento da expressdo de CTLA-4* em linfécitos TCD4* e TCD8* indicando que
pode conduzir a um controle da ativacdo exacerbada dessas células.

PALAVRAS-CHAVE: Trypanosoma cruzi. Veneno. Citocinas. Imunidade celular.



OLIVEIRA, Kamila Kassia dos Santos. Investigation of the immune response
induced by Bothrops erythromelas venom in cultured of mononuclear cells
infected with Trypanosoma cruzi. 2018. Dissertation (Master in Tropical Medicine)
— Health Sciences Center, Federal University of Pernambuco, Recife, 2018.

ABSTRACT

Chagas disease (CD) is an infection caused by the protozoa Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), which affects human beings and other mammals by contaminated triatomine.
The only therapy available for CD disease is the Benzonidazol (Bz), although the
efficacy of this drug varies, because it induces an inflammatory response and cause
collateral effects to the patients. On the other side, Bz associated to other drugs is
capable of raising the efficacy of the treatment. In this context, snake venoms have
already been shown tripanosomide activities, although the immunological
mechanisms are still to be enlightened. The present work aimed to investigate the
effect of the venom of the snake Bothrops erythromelas (B. erythromelas) on the
immune response induced in cultured mononuclear cells infected with
trypomastigotes forms of T. cruzi, and treated in vitro with the venom, trough the
detection of cytokines (pro-inflammatory and anti-inflammatory). Blood of healthy
individuals was collected in tubes with heparine for centrifugation under density
gradient, using Ficoll-Hypaque, mononuclear cells of peripherical blood (PBMC) were
separated and infected with tripomastigotas forms, Cepa Y of T. cruzi, followed by
the addition of Bz and the venom of B. erythromelas to the cell cultures. After the
period of culture, supernatants were kept for posterior analysis of cytokines IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IFN-y and TNF by Citometric Beads Array (CBA). Cells were evaluated by
flow citometry as the expression of CD28" and CTLA-4* (in T CD4* and CD8*
lymphocytes), and CD80*, CD86* and HLA-DR* (in CD14* monocytes). Related to
cytokine production, results showed that the venom diminished their expression in all
conditions tested, compared to the controls. However, the treatment with the venom
induced a raise in the expression of CD28* in TCD4* limphocytes; and in CD14*
monocytes, apggmentation of the expression of CD80* and HLA-DR*, demonstrating
that the venom induces activation of those cells. On the other hand, the venom
induced a raise of the expression of CTLA-4* in TCD4* and TCD8* lymphocytes,
indicating that it can control the exacerbate activation of those cells.

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi. Poison. Cytokines. Immunity cellular.
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1 INTRODUCAO

Estudos demonstraram o veneno de serpentes como inibidor do crescimento
da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi (T. cruzi), sendo considerado uma
potencial ferramenta para a prospeccdo de novas alternativas de tratamento
(FERNANDEZ-GOMES et al., 1994; GONCALVES et al., 2002; DEOLINDO et al.,
2005). Outro estudo, verificou que veneno bruto de Bothrops moojeni (jararaca) inibe
fortemente a taxa de crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp
(TEMPONE et al., 2001). No estudo de Luna et al., (2011), verificaram em cultura de
esplendcitos murinos que o veneno de Bothrops erythromelas (B. erythromelas)
induziu a producédo de citocinas (IFN-y e IL-6) e de Oxido nitrico, apresentando um
perfil pré-inflamatoério. Ndo ha estudos que contemplem a investigacdo da resposta
imune associada a acao de venenos de serpentes em formas tripomastigotas de T.
cruzi.

FERNANDEZ-GOMES et al. (1994) encontraram forte efeito inibitério no
crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi em culturas tratadas com dose
dependente de veneno de Cerastes cerastes e Naja haje. A inibicdo do crescimento
de formas epimastigotas também foi verificada em culturas tratadas com veneno de
Bothops jararaca (jararaca) (GONCALVES et al., 2002). Outro estudo, utilizando o
tratamento em cultura com veneno de Bothrops jararaca verificou que ha inibicdo do
crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi, bem como, alteracdes
ultraestruturais (inchago mitocondrial e desorganizacdo do cinetoplasto) nas formas
tripomastigotas e epimastigotas (DEOLINDO et al., 2005). Logo, esses trabalhos
spgerem que o uso do veneno de serpentes podem atuar na inibigdo do crescimento
do T. cruzi, sem induzir importantes efeitos citotéxicos em células do hospedeiro.
Entretanto, a investigacdo imunoldgica frente a agdo dos venenos nao foi avaliada
na infeccdo com o T.cruzi.

Outras pesquisas utilizaram venenos de serpentes do género Bothrops
visando do desenvolvimento de novas abordagens terapeuticas, uma vez que uma
gama de acdes farmacologicas dessas substancias ja foi descrita (PASSERO et al.,
2007). Dessa maneira, o estudo dos venenos tem proporcionado elucidar diversos
mecanismos farmacoldgicos, porém o entendimento imunologico € incipiente (LUNA
et al., 2011).
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Diante do exposto, o presente estudo pretende investigar a resposta imune
induzida pelo veneno de B. erythromelas em cultura de células mononucleares
infectadas com T cruzi através da deteccdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias. Esta investigagcdo é necesséaria para o entendimento dos eventos
imunoldgicos que ocorre durante a exposicdo da forma infectante do parasito
(tripomastigota) e veneno de serpentes do género Bothrops. Dessa forma, este
trabalho podera contribuir para o entendimento da acdo do sistema imune frente a

células humanas infectadas com T.cruzi e o veneno de B. erythromelas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos epidemioldgicos da Doenca de Chagas

A doenca de Chagas (DC) é uma infeccéo tecidual e hematoldgica, causada
pelo protozoério hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que € transmitido aos
seres humanos e a outros mamiferos por insetos triatomineos contaminados. Estes
insetos sdo hematoéfagos e pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, subfamilia Triatominae, sendo o Triatoma infestans, o vetor mais
importante da doenca. A DC €& um sério problema de saude publica que afeta
milhdes de pessoas na América Central, na América do Sul e atualmente vem
aumentando na América do Norte e em outros continentes, devido ao intenso fluxo
migratorio (Figura 1). A DC persiste como uma das mais importantes doencas
infecto-parasitarias relacionadas a pobreza na América Latina, com um numero de
infectados no mundo de aproximadamente 8 milhdes de pessoas (SCHOFIELD;
JANNIN; SALVATELLA, 2006; WHO, 2009; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO,
2010).

O Brasil possui de 2 a 3 milhdes de pessoas infectadas pelo T. cruzi
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). A prevaléncia de infeccdo pelo T.
cruzi no Brasil é inferior a 0,2%, sendo o perfil do portador da DC o de um individuo
adulto, de origem rural, de baixo nivel de instru¢do e como também vivendo em
centros urbanos (DIAS, 2008). A média nacional de internacdes pela DC foi de 0,99
por 100 mil habitantes no periodo de 1995 a 2008. Em Pernambuco, neste mesmo
periodo, a DC foi responsavel por uma média de internacdes de 0,39 por 100 mil
habitantes, sendo as maiores taxas concentradas no interior do estado. Em relagéo
ao numero de Obitos, o estado de Pernambuco tem demonstrado uma tendéncia
estacionéaria (BRAZ et al., 2011).



Figura 1 - Estimativa do niumero de imigrantes infectados pelo Trypanosoma

em paises ndo endémicos.

Argentina

Fonte: RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010
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2.2 Aspectos clinicos da Doenca de Chagas

Clinicamente a doenca de Chagas apresenta duas fases distintas: fase aguda
e fase cronica. A fase aguda apresenta-se sintomatica ou assintomatica. Esta &
seguida por uma fase cronica que, na maioria dos casos se apresenta como a forma
indeterminada (assintomatica, com resultados normais de eletrocardiograma e raio-x
do coracgédo, es6fago e colon), que pode evoluir para as formas clinicas sintométicas
afetando o tecido cardiaco (forma cardiaca) ou megaesodfago e megacdlon (forma
digestiva), ou ainda uma forma mista, na qual o individuo apresenta
concomitantemente alteragdes cardiacas e digestivas da doenga (COURA, 2007).

A fase aguda pode durar de 1 a 3 meses apo0s a infeccdo e € caracterizada
por uma intensa parasitemia (Figura 2). Esta fase tem inicio apdés o periodo de
incubacdo que varia de quatro a dez dias quando a transmissao é vetorial (DUTRA
et al. 2009). Na fase aguda a parasitemia é evidente em exame direto do sangue. Na
maioria dos casos ndo ha sintomas, mas em casos sintomaticos ha sinais no local
de porta de entrada do parasito (chagoma de inoculacédo ou sinal de Romafia) com
febre, mal-estar, linfadenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia,
miocardite e meningoencefalite em casos graves (MONCAYO; ORTIZ YANINE,
2006; COURA, 2007). No entanto, nos individuos mais afetados, todas as
manifestacdes clinicas da fase aguda desaparecem 8 a 4 semanas depois de terem
iniciado (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). Entretanto, a fase aguda da DC em
muitos individuos € imperceptivel devido a escassez ou auséncia de manifestacdes
clinicas.

A fase crbnica da doenca de Chagas comeca no momento em que as
manifestagcbes clinicas da fase aguda (quando ocorrem) desaparecerem
(MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006). A fase crbnica é caracterizada por uma
reducdo do numero de tripomastigotas na corrente sanguinea dos individuos e pelos
elevados titulos de anticorpos da classe IgG, que este pode ser detectado por
muitos anos apods a infeccdo (MONCAYO; ORTIZ YANINE, 2006; DUTRA; GOLLOB,
2008). Pelo menos 50% dos individuos infectados tém alguns parasitas viaveis
circulantes na corrente sanguinea por varios anos apos a infeccao, embora estes so
possam ser detectaveis usando testes parasitologicos com alta sensibilidade, tais
como xenodiagnosticos, hemocultura ou ensaios baseados em PCR (MONCAYO;
ORTIZ YANINE, 2006).
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A maioria dos pacientes crénicos, aproximadamente 60-70%, permanece na
forma indeterminada (FI), caracterizada por auséncia de manifestacdes clinicas
significativas, como as eletrocardiograficas ou radiologicas. Dos individuos
infectados, aproximadamente 30-40% irdo desenvolver uma das formas sintomaticas
da doenca: cardiaca (FC) (20-30%) e digestiva (FD) (8-10%) que é caracterizada por
lesbes teciduais de intensidade variavel na rede neuronal mioentérica, 0 que origina
diversos graus de alteracbes anatdbmicas e funcionais do esbéfago e/ou do célon
(Figura 2). (DUTRA et al., 2009; RASSI JR.; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

Figura 2- Evolucao clinica da doenca de Chagas humana.

Infecgao por T. cruzi

» Fase aguda Fase cronica Fase cronica

Parasitemia

Resposta imune
Fonte: Figura modificada de Dutra et al., 2009

2.3 Aspectos laboratoriais da Doenca de Chagas

O diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas compreende técnicas
parasitolégicas e sorolégicas, sendo apoiado através da epidemiologia, clinica e
etiologia. Os métodos de diagnodstico podem basear-se na deteccdo direta do
parasito ou na deteccdo da resposta do hospedeiro ao parasito levando em
consideracao a fase da infeccdo (LUQUETTI, 1995).
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Na fase aguda da infeccdo, o diagndstico etiolégico pode ser realizado
através de meétodos parasitolégicos convencionais diretos (esfregacos, gota
espessa, exame a fresco). Caso os exames diretos sejam negativos, devem ser
usados métodos de concentracdo, tais como micro hematdcrito, teste de Strout ou
QBC (Quantitative Buffy Coat) (MATSUMOTO et al., 1993; MENDES et al., 1997).

Os testes sorologicos sdo os procedimentos laboratoriais utilizados para o
diagnoéstico durante a fase cronica da doenca de Chagas. O diagndéstico na fase
cronica € baseado na sorologia convencional Imunofluorescéncia indireta (IFl),
Hemaglutinacdo indireta (HAI), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ou
meétodos parasitologicos indiretos (Xenodiagnostico e Hemocultura). Os métodos
parasitologicos indiretos sédo altamente especificos e apresentam baixa sensibilidade
(20-50%) (GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). Os testes (IFI, HAI e ELISA)
constituem os chamados testes convencionais no diagnéstico da doenca de Chagas,
com o0s quais ha grande experiéncia em todos os paises da América Latina
(LUQUETTI et al., 2009). Uma regressdo sorologica para a negatividade é o
principal critério utilizado para definir cura parasitolégica em pacientes tratados
(NEGRETTE et al., 2008). As técnicas soroldgicas ainda podem ser associadas ao
diagnéstico molecular, como a Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR). Os testes
moleculares tém apresentado resultados promissores, permitindo que sejam usados
como testes confirmatérios (GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009; HERNANDEZ et
al., 2010; ANDRADE; MARIN NETO et al., 2011).

De acordo com o Consenso (2005) o Ministério da Saude recomenda a
utilizacdo de pelo menos dois testes sorolégicos com preparacdes antigénicas
diferentes ou de principios metodolégicos diferentes, podendo ser o ELISA, IFI e/ou
a HAL.

2.4 Aspectos imunologicos das formas clinicas da Doenca de Chagas

Compreender o papel da resposta imune sobre a infeccao
causada pelo T. cruzi ainda é um desafio (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999). A
participacdo do sistema imune é fundamental para a reducéo da carga parasitaria do
individuo infectado pelo T. cruzi. Por outro lado, a ativacdo do sistema imune pode
estar associada ao aparecimento de manifestacdes cronicas observadas em alguns
pacientes. Tanto individuos sintomaticos quanto assintomaticos apresentam
resposta imunolégica contra o parasito (BRODSKYN; BARRAL-NETO, 2000). Dessa
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maneira, durante a infeccdo pelo T. cruzi, o sistema imune do hospedeiro controla o
crescimento do parasita, desencadeando simultaneamente mecanismos da resposta
imune inata e adaptativa para eliminar o patégeno invasor e controlar sua
reproducao (SATHLER-AVELAR et al., 2006).

As citocinas desempenham papel importante na regulagéo da resposta imune
e sdo envolvidas tanto na resisténcia a infeccdo quanto nos mecanismos
relacionados a evolugcdo da doenca de Chagas (BRODSKYN; BARRAL-NETO,
2000). Portanto, em relacdo aos perfis de citocinas na forma crbénica da DC, vem
sendo demonstrado que citocinas inflamatérias desempenham um papel importante
na geracdo do infiltrado inflamatério e no dano tecidual. Dessa maneira, nos
portadores da fase crbnica hd um aumento da resposta Thl com producdo de
citocinas IFN-y e TNF quando comparados aos portadores da FI da doenga, o que
resulta em um predominio de um “ambiente inflamatério” (REIS et al., 1993;
HIGUCHI et al., 1997; CUNHA-NETO et al., 1998; DUTRA et al., 2014) (Figura 3).
Em contrapartida, nos portadores da FI ha producéo da citocina regulatoria IL-10,
que tem papel de controlar a resposta inflamatéria resultando em um predominio de
um “ambiente regulatério” (MENEZES et al., 2004; DUTRA et al., 2014).

Na fase inicial da forma indeterminada, os individuos infectados séo capazes
de reduzir o nimero de parasitos e possuem mecanismos regulatérios que limitam o
desenvolvimento da doenca. Porém, individuos que desenvolvem a doenca
cardiaca, sdo capazes de controlar a parasitemia, entretanto podem nao ser
capazes de elaborar uma resposta imunoregulatoria eficiente, persistindo uma
resposta inflamatdria exacerbada no tecido cardiaco (DUTRA; GOLLOB, 2008).

Gomes et al. (2003) sugeriram que pacientes portadores da Fl sdo capazes
de manter niveis baixos de IFN-y e altos niveis de IL-10. Dessa maneira poderia
estar associada com a protecdo do hospedeiro portador da Fl contra o

desenvolvimento das formas cronicas sintomaticas.
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Figura 3 - Envolvimento de citocinas, produzidas por populacfes de células
especificas, no desenvolvimento da doenca de Chagas.
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Fonte: Figura modificada de Dutra et al., 2014

Souza et al. (2004) quando estimularam células aderentes obtidas de PBMC
com formas tripomastigotas, observaram que mondcitos de pacientes com a Fl e FC
estdo relacionados, respectivamente, com a producéo de IL-10 e TNF. Além disso,
0s niveis elevados de IFN-y estdo correlacionados diretamente com o envolvimento
cardiaco, sugerindo que esta citocina poderia estar envolvida com a evolugéo para a
FC (CORREA-OLIVEIRA, 1999; GOMES et al., 2003). O sucesso no controle da
infeccdo pelo T. cruzi e da doenca de Chagas envolve um equilibrio da resposta
imune, devendo esta ser suficiente para controlar a infeccéo e regulacdo da mesma,
a fim de prevenir a destruicdo excessiva de tecidos dos hospedeiros (MARTINS et
al., 2004).

2.5 Tratamento Etiolégico da Doenca de Chagas

Na América Latina, had dois farmacos nitro-heterociclicos, Nifurtimox e
Benzonidazol (BZ), introduzido em meados dos anos 1960 e 1970, respectivamente,
gue demonstraram atividades tripanocidas nas fases aguda e cronica recente da

infeccdo. O tratamento da doenca de Chagas € mais eficaz na fase aguda, mas nem
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sempre o parasita € erradicado completamente durante a fase cronica (MAYA et al.,
2007).

O Benzonidazol é a Unica terapia disponivel para o tratamento etiolégico que
possui agdo direta contra as formas tripomastigotas circulantes e amastigota
intracelulares. Porém a eficacia desse farmaco € variavel, dependendo da duracao
do tratamento, idade do paciente, dose administrada, fase da doenca ou ainda dos
testes utilizados para avaliar a depuracao do parasita (MARIN-NETTO et al., 2008).
Na fase aguda foram relatadas taxas de cura parasitologica em torno de 60% a 80%
e na fase cronica, existe uma discordancia sobre a utilidade da terapia devido as
reacoes adversas, baixas taxas de cura e a auséncia de critérios para avaliacao de
cura (COURA, 1997; COURA; CASTRO, 2002; MARIN-NETO et al., 2009).

O esquema terapéutico do BZ em adultos é realizado na dosagem de 5-
7mg/kg de peso corporeo por dia, durante 60 dias, duas vezes ao dia, geralmente de
12 em 12 horas. Apesar da sua atividade tripanocida, o BZ pode causar varias
reacoes adversas indesejaveis, que variam de leves incbmodos gerais e digestivos a
efeitos colaterais mais graves, como reacgdes de hipersensibilidade, depressao da
medula 6ssea e polineuropatia periférica (CANCADO, 1997). Embora frequentes, os
efeitos adversos geralmente desaparecem quando o tratamento é interrompido
(BERN et al., 2007).

Existe na literatura alguns estudos que avaliaram a resposta imune do
paciente portador da DC, quando o Bz é administrado. No estudo de Bahia-Oliveira
et al. (2000) foi relatado niveis elevados de IFN-y em PBMC de individuos
considerados curados apés o tratamento com Bz, comparados com pacientes nao
tratados e/ou cronicamente infectados. Por outro lado, Laucella et al.,, (2009)
verificaram que pacientes submetidos ao tratamento com Bz apresentaram uma
diminuicdo de IFN-y apos 12 meses de tratamento. Os autores acreditam na
hipotese que esta mudanga na resposta imune induzida pelo Bz esteja relacionada
com uma mudanca de fendtipo de linfocitos T efetores para células de memodria,
sugerindo que a utilizagdo do Bz na fase crbnica seria importante na resposta imune
especifica ao parasita e que esta poderia ser considerada um indicativo de eficacia
de tratamento e cura.

Um estudo com criancgas infectadas e que foram tratadas com BZ direcionou

uma resposta imune do perfil Thl, sofrendo modulacéo da citocina anti-inflamatoria
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IL-10, sendo elemento chave para controlar o dano tecidual deletério que
eventualmente pode ocorrer devido a resposta pro-inflamatoria mediada pelo IFN-y
observada durante o tratamento com o farmaco (SATHLER-AVELAR et al., 2006).

2.6 Venenos ofidicos

Os venenos ofidicos constituem um recurso bioldégico que contém varios
componentes de potencial valor terapéutico (RIVERO, 2010). Esses venenos sdo
misturas complexas de proteinas, nucleotideos e ions inorganicos. Os peptideos e
polipeptideos sé@o responsaveis por uma variedade de propriedades toxicas do
veneno. Dessa forma, esses componentes podem apresentar muitas aplicacdes na
biomedicina (KOH; ARMMGAM; JEYASEEIAN, 2006).

Os venenos ofidicos possuem componentes proteicos e nao proteicos. A
parte ndo proteica compreende anions e cations inorganicos, lipideos, carboidratos,
pequenos peptideos e aminoacidos (STOCKER, 1990). Os componentes proteicos
dos venenos ofidicos foram agrupados em diferentes categorias baseadas em suas
funcdes hemostaticas: 1) enzimas que coagulam fibrinogénio; 2) enzimas que
degradam fibrinogénio; 3) ativadores de plasminogénio; 4) ativadores de
protrombina; 5) ativadores de fator V da coagulacado; 6) ativadores de fator X da
coagulacdo; 7) enzimas com atividade anticoagulante incluindo inibidores da
formacdo do complexo protrombinase, inibidores de trombina, fosfolipases e
ativadores de proteina C; 8) enzimas com atividade hemorragica; 9) enzimas que
degradam inibidores de serino-proteinases plasmaticas; 10) ativadores da
agregacdo plaquetaria incluindo enzimas de acgdo direta, componentes nao
enzimaticos e agentes que necessitam de cofator; 11) inibidores da agregacao
plaquetéria, isto é, fibrinogenases, 5’-nucleotidases, fosfolipases e desintegrinas.
Embora muitas peconhas de serpentes contenham Varios componentes
hemostaticamente ativos, € importante ressaltar que uma unica pegonha ndo contém
todos esses componentes descritos (MARKLAND, 1998). Essas proteinas sé&o
responsaveis pelas quase totalidades dos efeitos biol6gicos encontrados, dentre as
quais se destacam a agdo enzimatica e a presenca de toxinas com efeitos
especificos (KOH; ARMMGAM; JEYASEEIAN, 2006).
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2.7 O género Bothrops e a espécie B. erythromelas: composicdo e acdes do
veneno

O género Bothrops pertence a familia Viperidae, compreende mais de 30
espécies de serpentes, e tem esta denominacdo decorrente da lingua grega:
“Bothros” significa fosseta ou cavidade e “ops”, significa olho ou face, localizada
entre a narina e os olhos destas serpentes (CARRASCO et al.,, 2012). No Brasil,
ocorrem aproximadamente 20-30.000 casos notificados por ano com uma letalidade
de 0,45% (BRASIL, 2001; KASTURIRATNE et al., 2008). A maioria dos acidentes
ofidicos que ocorrem na América Latina sdo causados por serpentes do género
Bothrops, responsaveis por 90% dos acidentes notificados, tornando-se as
serpentes de maior importancia do ponto de vista médico (SINAN, 2015) e a mais
estudada clinica e imunologicamente (LUNA et al., 2011).

A espécie B. erythromelas (figura 4) € conhecida, popularmente, como
jararaca-da-seca, jararaca-malha de cascavel ou jararaquinha e encontra-se
amplamente distribuida na regido nordeste do Brasil (Maranh&o, Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia), e também no
norte de Minas Gerais (ROMANO-HOGE, 1990; UETZ et al., 2015). H& relatos da
presenca dessa serpente em brejos de altitudes ou regides de mata remanescente
do estado de Pernambuco (SOARES, 2001). A B. erythromelas apresenta cor
castanho-avermelhada, habitos terrestres e fornece cerca de 20-30mg de peconha
por extracdo (VELLARD, 1938). Essa espécie possui um comprimento rostro-cloacal
médio de 55 centimetros, se alimenta de rds, lagartos, mamiferos, e centopeias
(CARDOSO, 2003).
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Figura 4 — Serpente B. erythromelas
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Foto: Museu vivo répteis da caatinga, PB (2018).

O veneno botrépico € uma mistura complexa de substancias bioativas de
natureza organica e inorganica (MEBS, 2001; SALDARRIGA et al., 2003; HARVEY,
2006; LALLOO, 2010). Aproximadamente 90 a 95% do peso seco dessa peconha
correspondem a proteinas e peptideos, principalmente as fosfolipases Az, as
metaloproteases, as lectinas do tipo C e peptideos potenciadores de bradicinina
(HARVEY, 2006; CUNHA, 2012). O veneno da B. erythromelas ¢
predominantemente composto por proteinas acidas. Os principais constituintes
inorganicos sdo: Sadio, Cloro, Potassio, Célcio e Zinco em ordem decrescente de
concentracédo (VASCONCELOS, 1996).

O veneno botrépico tem capacidade de ativar fatores de coagulacdo
sanguinea, consumindo fibrinogénio e formando uma fibrina intravascular, induzindo
a incoagulabilidade sanguinea. A maioria das serpentes do género Bothrops
possuem toxinas capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e fator X da
coagulacdo. S&o também descritos fatores com atividade sobre a agregacéo
plaguetaria. Pode ocorrer trombocitopenia nas primeiras horas, persistindo por até
alguns dias (CARDOSO, 2003).

O veneno de B. erythromelas possui quatro componentes isolados e
caracterizados, sdo eles: peptideo potenciador da bradicidina (ROCHA et al. 1949),
fator de crescimento endotelial vascular de veneno de serpente mediando o efeito
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hipotensor (AZEVEDO et al., 2001), metaloproteinase da classe Plll conhecida como
Berythractivase apresentando atividade coagulante (SILVA et al., 2003) e uma
Fosfolipase A2 acida relacionada com o efeito antiplaquetario, antiflamatorio e
indutora de liberac@o de prostaglandina I com baixa atividade miotdxica (SILVA et
al., 1991; ALBUQUERQUE et al., 2013).

2.8 Veneno de serpentes: aplicacdes no campo médico-cientifico

No Brasil, os venenos mais estudados do ponto de vista imunolégico e do
ponto de vista clinico, pertencem ao género Bothrops (LUNA et al., 2011). Algumas
drogas disponiveis no mercado sédo derivadas do veneno de serpentes. O primeiro
medicamento a ser descoberto foi o Captopril, a partir do veneno de Bothrops
jararaca os pesquisadores Rocha e Silva et al. (1949), descobriram a bradicidina,
que orientou a formulacdo do Captopril, utilizado no tratamento da hipertenséo,
insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia congestiva e doenca arterial coronariana
(CARDOSO, 2003). Outros exemplos, o Defibrase que € um inibidor de trombina e
protombina utilizado na prevencao do infarto cerebral agudo e foi sintetizado a partir
do veneno de Bothrops moojeni; o Reptilase que é importante no diagnostico de
tratameto da coagulacéo sanguinea e foi sintetizado a partir do veneno de Bothrops
jararaca; e também o Hemocoagulase que é utilizado no tratamento e prevencao de
hemorragias sintetizado a partir do veneno de Bothrops atrox (KOH; ARMMGAM,;
JEYASEELAN, 2006). Além desses, pode-se destacar na medicina 0s
antiagregantes Eptifibatide (Integrilin) e Tirofiban (Aggrastat) produzidos a partir de
toxinas das serpentes Sistrurus miliarius barbouri (cascavel-and) e Echis carinatus
respectivamente (KOH; KINNI, 2012).

Foi demonstrado em uma estudo, que o veneno bruto da Bothrops moojeni
inibe fortemente a taxa de crescimento de formas promastigotas de Leishmania spp
(Tempone et al., 2001). Outros pesquisadores, DEOLINDO et al. (2010) mostraram
gue a enzima L-aminoacido oxidase, encontrada no veneno da serpente Bothrops
jararaca, induz morte por apoptose, na forma epimastigota do T. cruzi.

Um estudo avaliando o efeito tripanocida e efeitos toxicos celulares nos
venenos de cinco espécies de serpentes contra duas cepas de Trypanosoma cruzi
(Cepa Jennifer e CL) foi realizado. Os venenos de Bothrops asper, Bothriechis
schlegelii, Crotalus durissus durissus, Atropoides nummifer e Atropoides picadoi



29

mostraram evidente acdo tripanocida contra epimastigotas, amastigotas e
tripomastigotas; Os venenos de Bothrops asper, Atropoides nummifer e Bothriechis
schlegelii foram os mais ativos contra os epimastigotas de cepas diferentes; Os
venenos de Bothrops asper e Bothriechis schlegelii exibiram a maior atividade contra
amastigotas de ambas as cepas de T. cruzi; Cada um dos venenos dessas espécies
apresentam efeitos toxicos, que foram mensurados pelo grau de apoptose, necrose
e proliferacédo celular que produziram; sendo diretamente relacionado com o tipo do
veneno, concentragao e tempo de exposi¢cado (CASTILLO-VIGIL et al., 2008).

Portanto, os venenos de serpentes constituem produtos animais estudados
com o intuito de desenvolver novas abordagens terapeuticas, uma vez que uma
gama de acdes farmacoldgicas destas substancias ja foi descrita (KOH; ARMMGAM,;
JEYASEELAN, 2006), bem como sobre a a¢do do veneno de serpente no contexto
tripanocida (PASSERO, 2007). Dessa maneira, 0 estudo dos venenos tem
proporcionado elucidar diversos mecanismos farmacoldgicos importantes para area
da medicina.

Venenos animais tem constituido ferramentas farmacologicas importantes
para a prospeccao de farmacos. A exemplo disso sdo os farmacos comercializados
na Europa e Estados Unidos, como anti-trombdéticos, anestésicos, ativadores da
cascata de coagulacédo, entre outros. A despeito desses dados, venenos atuando
como antiparasitarios ainda € uma area pouco estudada. Considerando que venenos
ofidicos sao fonte de enzimas — 90% de seu peso total — infere-se que 0s mesmos
possam contribuir para a destruicdo de parasitas, mesmo que intracelulares, uma
vez que fosfolipases destroem a membrana celular permitindo a entrada de toxinas
nas células. Essas toxinas podem ter acao direta sobre o parasita. Assim, conhecer
0s eventos imunologicos decorrentes da agéo in vitro do veneno de B. erythromelas,
associado ou ndo com o benzonidazol, de PBMCs, poderia contribuir para o

delineamento de estratégias terapéuticas na doenca de Chagas.
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3 PERGUNTA CONDUTORA

Existem diferenca entre a expressdo de marcadores de superficie celular e
alteracbes na producdo de citocinas em culturas de células mononucleares

infectadas com T. cruzi e submetidas ao tratamento in vitro com veneno?
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4 JUSTIFICATIVA

Apesar de muitas drogas e/ou compostos terem sido testados para o
tratamento da doenca de Chagas, poucos progressos foram feitos no sentido de
desenvolvimento de novas drogas. Considerando que o veneno de serpentes pode
inibir a multiplicacdo de T. cruzi sendo uma possivel ferramenta para a prospeccao
de novas alternativas de tratamento e sabendo que o Benzonidazol induz uma
resposta inflamatéria pela exposicdo de antigenos do parasito, acreditamos que €&
importante estudos que possam investigar a modulagdo imunoldgica induzida pelos

venenos de serpentes.

O veneno de B. erythromelas em cultura de células esplénicas de
camundongos induziram uma resposta dicotbmica através da producéo de citocinas
pro-inflamatérias (IFN-y e IL-6) e de Oxido nitrico, bem como induziu um efeito anti-
inflamatorio, através da producdo de IL-10, respectivamente. ISso nos encoraja a
pensar que o veneno de B. erythromelas, utilizados isolados ou associado com o
Benzonidazol poderiam estar induzindo efeitos modulatérios do sistema imune, sem
provocar importantes efeitos citotoxicos em células do hospedeiro quando utilizados

em doses viaveis.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Investigar o efeito do veneno de B. erythromelas sobre a resposta imune induzida
em cultura de células mononucleares infectadas com T. cruzi e tratadas in vitro com

0 veneno da serpente.

5.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a producdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF) no
sobrenadante de cultura de PBMC submetidas a infeccdo tratadas com

veneno de B. erythromelas e/ou com Benzonidazol,

b) Avaliar a expressao das moléculas CD28* e CTLA-4* em linfécitos T CD4* e
CD8* obtidos de PBMC submetidos a infeccéo tratadas com veneno de B.

erythromelas e/ou com Benzonidazol;

c) Avaliar a expressdo das moléculas CD80*, CD86* e HLA-DR* em mondcitos
CD14* obtidos de PBMC submetidos a infeccdo tratadas com veneno de B.

erythromelas e/ou com Benzonidazol.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Obtencéo do veneno

Os venenos das serpentes B. erythromelas foram obtidos através da ordenha
de espécimes de cativeiro, provenientes do museu vivo Répteis da Caatinga,
localizado em Campina Grande, PB. Foram selecionados animais adultos de ambos
os sexos. O veneno, apos extracdo, foi mantido sob refrigeracdo (-4°C) até o
momento de sua utilizacdo. As concentracdes proteicas de cada veneno foram

determinadas através da reacao pelo método de Bradford (1976).
6.2 Obtencéo do T. cruzi

6.2.1 Cultivo das células Vero para manutencao de tripomastigotas de T. cruzi

Células Vero criopreservadas em meio RPMI 1640 (Cultilab) suplementado
com soro bovino fetal (SBF, Sigma™) a 10% e 1% de penincilina/ estreptomicina
(RPMI 1640 completo) e contendo DMSO (Sigma™) a 20% foram descongeladas em
banho-maria, ressuspendidas em 5mL de RPMI 1640 suplementado e centrifugadas
a 400 x g, a temperatura de 22°C, durante 10 min. O sobrenadante foi desprezado e
o sedimento contendo as células foi ressuspendido em meio RPMI 1640
suplementado. A suspenséo celular foi depositada em frascos de cultura de 25 cm?
e/ou 75cm? contendo meio RPMI 1640 completo e incubadas a 37 °C, atmosfera
umida e com 5% de CO:2 até confluéncia total das células. Para a realizacdo do
repique das células Vero, utilizamos uma solucéo de tripsina/EDTA a 2%, que auxilia
na remocao das células, posteriormente as células removidas foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio RPMI 1640 completo e, em seguida foram transferidas

para outras garrafas de cultivo contendo meio RPMI 1640 completo e incubadas.

6.2.2 Infeccéo das células Vero para obtencao de tripomastigotas de T. cruzi

As formas tripomastigotas da cepa Y criopreservadas (10’
tripomastigotas/mL) foram descongeladas em banho-maria a 37°C. Posteriormente,
a suspensao foi adicionada em frascos de cultivo contendo as células Vero e

incubadas a 37°C, atmosfera imida e com 5% de CO3, overnight para interiorizacao
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dos tripomastigotas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi retirado para remocgéao
dos parasitos que ndo penetraram nas células e, em seguida, foi adicionado meio
RPMI 1640 suplementado e os frascos de cultura foram incubados novamente por 5
a 7 dias. Diariamente, os frascos de cultura foram observados no microscépio
invertido para avaliacdo da multiplicagcdo dos parasitos no interior do citoplasma
celular bem como manutencdo dos tripomastigotas para utiliza-los nos ensaios de
cultivo celular (Figura 5). Ao se interiorizarem nas células Vero, as formas
tripomastigotas evoluem para a forma amastigota (Figura 5A), se multiplicam em
tripomastigotas e rompem a membrana das células Vero (Figura 5B). Em seguida os
tripomastigotas foram coletados, lavados e utilizados para infeccdo de novas células
Vero e de células aderentes humanas. O meio de cultura contendo as formas
tripomastigotas foi depositado em tubos de fundo cbnico (15 mL ou 50 mL) e
centrifugados (2500 x g a 20°C, por 10 minutos). Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado e o precipitado contendo as formas tripomastigotas contado em camera
de Neubauer, utilizando uma diluicdo de 1:10 com Trypan Blue, para verificar a

viabilidade celular dos tripomastigotas para o ensaio de co-cultivo.

Figura 5 — Microscopia de células Vero infectadas com T. cruzi.

Legenda: Células Vero apés 5 dias de infeccdo com a Cepa Y do T. cruzi. (A) Setas vermelhas
indicam ninho de formas evolutivas amastigotas e setas pretas indicam ninho de formas
tripomastigotas de T. cruzi. (B) Seta preta indica um T. cruzi apés eclosao do ninho. Imagem captada
de microscopio invertido no limite de ampliagdo de 40x.

Foto: Da autora (2017).

6.3 Populacéo do estudo

Um total de quatorze individuos sem infec¢cdo chagasica foram selecionados
utilizando os critérios de inclusédo: possuir sorologia ndo reagente para infec¢éo pelo

T. cruzi, ndo ser de area endémica e nao ter recebido transfusdo sanguinea. Os
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testes sorolégicos para confirmacdo da sorologia para DC foram realizados pelo
Servico de Referéncia em Doenca de Chagas do IAM/ Fiocruz-PE, conforme

recomendacdes do Ministério da Saude (DIAS et al. 2015).

Inicialmente, sangue de trés individuos foi coletado para realizacdo do ensaio
de citotoxicidade celular do veneno de B. erythromelas através do MTT (brometo de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] — 2,5 — difeniltetrazdlio) e utilizando as PBMCs. Em outro
momento do estudo, sangue de mais trés individuos foi coletado para isolamento
das PBMC e definicdo da cinética de tempo de cultivo x resposta e concentracédo do
veneno X resposta atraves da mensuracdo de citocinas. Os resultados dessas
cinéticas estao apresentados no Apéndice B. Apos definicdo da concentracdo e do
tempo “6timos”, selecionamos mais oito individuos ao estudo para realizacao de co-
cultivo com formas tripomastigotas e tratamento in vitro com veneno e/ou Bz visando
estudar a producdo de citocinas e as moléculas de ativacdo e inibicdo celular em

linfécitos e monacitos.
6.4 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC)

Quarenta mililitros de sangue foram coletados através do sistema a vacuo, em
tubos contendo heparina sédica para obtencdo das PBMC e utilizacdo nos ensaios
de cultivo celular. O sangue foi adicionado a tubos cdnicos de 50mL (BD™),
seguido da adi¢cdo da solucdo Phosphate-buffered saline (PBS) filtrado e estéril (pH
7,2) na proporcao de 1:2. Essa solucao foi adicionada em tubos de prolipropileno
(50mL) contendo 10mL de Ficoll-Hypaque PLUS™(Amersham Biosciences). O
sangue foi centrifugado (900 x g por 30 minutos a 25 °C) em gradiente de densidade
através do Ficoll-Hypaque para obtencéo do anel de PBMC (Figura 6) e em seguida,
foi removido e colocado em tubos de polipropileno (15 mL). As células foram lavadas
duas vezes por centrifugacdo em meio RPMI 1640 completo, sendo posteriormente
contadas em camara de Neubauer com auxilio do corante Azul de Trypan em uma
diluicdo de 1:10. O valor obtido foi ajustado para a concentracdo desejada de 10°

células/mL.
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Figura 6 — Obtencéo de PBMC ap06s centrifugacao

Legenda: Apoés centrifugacdo, os eritrdcitos e granuldcitos descem através do Ficoll-Hypaque
formando um sedimento (pellet) no fundo do tubo. As células mononucleares (linfécitos e mondcitos)
ficam na interface “anel leucocitario” entre o plasma e o Ficoll.

Foto: Da autora (2017).

6.5 Ensaio de citotoxicidade — MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] — 2,5 -
difeniltetrazolio)

A citotoxicidade celular foi quantificada pela atividade de uma enzima
mitocondrial (succinato desidrogenase) presente apenas em células vivas de acordo
com o protocolo descrito por Mosmann (1983). O substrato utilizado para essa
enzima foi o brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il] — 2,5 — difeniltetrazdlio (MTT).
Sangue periférico foi coletado e as PBMCs (2x10° células/poco) foram isoladas e
depositadas em placas de cultura de 96 pocos na presenca de 12 concentracdes do
veneno (100 — 0,04ug/mL) diluido em meio RPMI 1640 + 10% de soro bovino fetal,
em triplicata, e mantido a 37 °C, atmosfera umida e com 5% de CO:2 durante 24
horas. Apés o periodo de incubacéo, o meio de cultura foi substituido por meio RPMI
(sem vermelho de fenol) contendo 5mg/mL do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetraz6lio (MTT) e as placas foram incubadas por mais 3 horas. Em
seguida, o MTT foi removido e 100uL de dimetilsuféxido foram adicionados. O
precipitado derivado da reducéo de MTT foi determinado espectofotometricamente a
540nm. A concentracdo capaz de causar a perda de citotoxicidade em 50% das
células (CC50) foi estimada através de regressao linear utilizando o software SPSS
v.18.
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6.6 Co-cultivo direto de PBMC e T. cruzi com adi¢cao de tratamento com veneno

e Benzonidazol

As PBMC (1 x 108 células/mL) foram depositadas em placas de poliestireno
de 48 pocos contendo meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SBF por 1 hora,
onde em intervalos de 30 minutos a placa foi agitada gentilmente para adesao das
células aderentes (mondcitos). Em seguida, as células ndo aderentes (linfocitos)
foram removidas dos pocos e separadas em tubos cbnicos de 15mL a 37 °C,
atmosfera Umida e com 5% de CO2. As formas tripomastigotas (2,5 x 10°
parasitas/poc¢o), foram adicionadas aos pocos da placa, onde, durante 2 horas
houve a interiorizacdo dos parasitos as células na relacéo de 10 parasitos para cada
monaocito. Os parasitos que ndo penetraram nas células foram removidos através de
lavagens com meio RPMI e os linfocitos foram readicionados em todos os poc¢os do
cultivo. As células foram incubadas por 1 hora e 24 horas na presenca do
Benzonidazol (1 pg/mL) e do veneno de B. erythromelas (11 ou 22 pg/mL). Nas
condi¢cBes experimentais, houve controles para comparacédo do co-cultivo, conforme
observado na Figura 7. ApGs o tempo de incubacdo os sobrenadantes de cultura
foram removidos e estocados a 20°C até o momento de sua utilizacao.
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Figura 7 - Representacdo esquematica do co-cultivo
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Legenda: (1) PBMC foram adicionadas em placas de cultura de 48 pocos numa concentracdo de
1x108 células/mL. (2) As PBMC foram incubadas, por 1 hora, para adesdo das células aderentes
(mondcitos). (3) Ap6s o tempo de adeséo, as células ndo aderentes (linfécitos) foram removidas e
armazenadas em estufa (37° C / 5% COz) em tubos de fundo cénico; (4) Formas tripomastigotas
foram adicionadas (2,5 x 10° parasitas/pogo) para infeccdo das células aderentes (mondcitos), por 2
horas. ApGs o tempo de infeccdo, as formas tripomastigotas que nado infectaram as células foram
removidas através de lavagem utilizando meio RPMI completo. (5) Os linfocitos foram readicionados.
(6) As condicdes experimentais foram tratadas com veneno e/ou Bz; (7) C — Células ndo aderentes
(linfécitos) e aderentes (monécitos) da esquerda para direita, respectivamente; C+T — Células e
Tripomastigotas; C +Bz - Células e Benzonidazol, C+T+Bz - Células, Tripomastigotas e
Benzonidazol; C + [V] — Células e concentracdo de veneno; C + T + [V] — Células, Tripomastigotas e
concentracdo de veneno; C + Bz + [V] — Células, Benzonidazol e concentracdo de veneno; C + T + Bz
+ [V] — Células, Tripomastigotas, Benzonidazol e concentracdo de veneno.

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.7 Deteccdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura de PBMC por
Cytometric Bead Array (CBA)

A técnica de CBA foi utilizada para a mensuragcao quantitativa de citocinas (IL-
2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a) utilizando o BD™ Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Biosciences), conforme recomendado pelo
fabricante. Esta técnica é um multiteste que emprega uma mistura de 5 esferas de
poliestireno, com diferentes intensidades de fluorescéncia (fluorocromo detectado no
canal FL4), recobertas com anticorpos especificos, que se ligam especificamente
aos alvos na amostra. Esse imunocomplexo s6 podera ser detectado apos
incubacdo com o reagente de deteccdo, outro anticorpo especifico ao alvo
conjugado a fluorocromo (detectado no canal FL2). Logo, 22 pL da mistura de
esferas de captura, marcadas com os anticorpos anti-IL-2, anti-IL-4, anti-IL-6, anti-
IL-10, anti-IFN-y e anti-TNF para citocinas foram adicionadas em tubos poliestireno
(BD Systems™- 5mL). Em seguida 22 pL do sobrenadante de cultura e 22 pyL do
reagente de deteccdo. Os tubos foram incubados por aproximadamente 3 horas a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, foi adicionado 1 mL da
solucéo tampao (Wash Buffer) e os tubos foram centrifugados a 200 x g por 5 min. O
sobrenadante foi descartado por inversdao do tubo e 300uL de solugcdo tampéo
(Wash Buffer) foram adicionados para ressuspender as esferas. Os tubos foram
homogeneizados por vortex e 1800 eventos foram adquiridos no citdmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickson Immunocytometry Systems) do Nucleo de Plataformas
Tecnol6gicas NPT/IAM/Fiocruz utilizando o CellQuestPro (Beckton Dickson) e
analisadas no software FCAP 3.1.

6.8 Imunofenotipagem de linfécitos e monécitos do co-cultivo de PBMC, T.

cruzi, Bz e veneno

Apoés o tempo de incubacgéo, placa de cultura foi centrifugada e em seguida foi
coletado 700uL do sobrenadante e mantido congelado em Freezer. Apos o tempo de
1 hora de co-cultivo, os linfécitos e mondcitos foram removidos dos pocos através de
vigorosas lavagens utilizando PBS-Wash gelado (PBS contendo albumina sérica
bovina a 0,5% - Sigma™ e azida sodica a 1% - Sigma™). Depois de retiradas, as
células foram colocadas em tubos de poliestireno devidamente identificados (BD

Systems™:; 5 mL) com cerca de 3 mL de PBS-Wash para centrifugacdo a 1.500
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r.p.m., 9 de aceleragao, 0 de “brake” por 5 minutos. Em seguida, os sobrenadantes
foram descartados e foram adicionados os anticorpos monoclonais de superficie
para linfécitos para cada tubo: anti-CD4 (1,5 pL), anti-CD8 (1,5 uL), anti-CD28 (1,5
pL) e anti-CD152 (10 pL) e para mondcitos: anti-CD14 (2,5 pL), anti-HLA-DR (2,5
pL), anti- CD80 (1,5 pL) e anti-CD86 (1,5 pL) conjugados a diferentes fluorocromos
(Tabela 1). ApGs a incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente, adicionou
mais 1 mL de PBS Wash em cada tubo, centrifugou nas mesmas condicbes e
desprezou o sobrenadante. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solucao
fixadora BD Cytofix™ (BD Biosciences®) e os tubos foram incubados por 20
minutos. Depois do periodo de incubacao, as células foram lavadas novamente com
1 mL de PBS-Wash. Apo6s o descarte do sobrenadante, foram adicionados 300 pL
de PBS-Wash e os tubos foram estocados a 4°C até o momento da aquisicdo no

citbmetro de fluxo FACScalibur (Beckton Dickson).

Tabela 1 — Caracteristicas dos anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de

fluxo.
ANTICORPO CLONE ISOTIPO FLUOROCROMO
CD4 S35 Mouse 1gG2a PerCP
CD8 3B5 Mouse IgG2a FITC
CD28 10F3 Mouse IgG1 PE
CTLA4/ CD152 BN13 Mouse IgG2a APC
CD14 TuK4 Mouse 1gG2a FITC
HLA-DR TU36 Mouse IgG2b PerCP
CD80 MEM-233 Mouse IgG1 PE
CD86 BU63 Mouse IgG1 APC

Legenda: CD: Cluster  of differentiation; CTLA-4:  Antigeno de linfocito T
citotoxico 4; HLA-DR: Antigeno leucocitario humano; APC: Aloficocianina; FITC: Isotiocianato de
fluoresceina; PE: Ficoeritrina; PerCP: Peridinin chlorophyll protein complex.

Fonte: Elaborado pela autora.

6.9 Estratégia de aquisi¢cdo e andlise de linfécitos e mondécitos por citometria

de fluxo

A aquisicdo e andlise das amostras foi realizada na Plataforma Tecnologica
de Citometria de Fluxo, localizada no Nudcleo de Plataformas Tecnolbgicas
(NPT)/IAM/Fiocruz. Através da citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickson
Immunocytometry Systems) onde podemos avaliar o tamanho (Forward Scartter-
FSC) e granulosidade das células (Side Scartter-SSC), além das fluorescéncia tipo 1
(FL1), tipo 2 (FL2), tipo 3 (FL3) e tipo 4 (FL4). As aquisi¢cdes e andlises no citbmetro
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de fluxo obedeceram as Normas de Boas Praticas de Laboratorio instituidas no
IAM/Fiocruz pelo Programa de Desenvolvimento Tecnolégico em Insumos para a
Saude (PDTIS/ Fiocruz).

A figura 8 ilustra a sequéncia de etapas para a analise dos linfécitos T. A
populacdo de linfécitos foi selecionada através de dot plot FSC versus SSC, sendo
adquiridos 20.000 eventos dentro da janela R1 (Figura 8A). Apés a selecdo da janela
de interesse (R1) as subpopulactes de linfocitos foram analisados pela obtencédo de
graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de fluorescéncia através do software
FlowJo®, onde foi possivel estabelecer as modalidades FL1 (CD8/ FITC) versus FL2
(CD28/PE) ou FL4 (CTLA-4/APC) (Figuras 8B e 8C) e, FL3 (CD4/PerCP) versus FL2
(CD28/PE) ou FL4 (CTLA-4/APC) (Figuras 8D e 8E).

Figura 8 — Estratégica de aquisi¢do e andlise de linfocitos
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Legenda: A — Dot plot da populacdo de linfécitos selecionada para a analise; B — Grafico
bidimensional CD8/FITC por CD28/PE; C— Grafico bidimensional CD8/FITC por CTLA-4/APC; D —
Gréfico bidimensional CD4/PerCP por CD28/PE; E — Gréafico bidimensional CD4/PerCP por CTLA-
4/APC.

Fonte: Elaborado pela autora a partir do software FlowJo®

A populacdo de mondcitos foi selecionada através de dot plot SSC-H versus

FL1, sendo adquiridos 1000 eventos dentro da janela de interesse (R2) (Figura 9A).
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Apés a selecdo de R2, os mondcitos CD14/FL1, bem como as moléculas foram
analisadas pela obtencdo de graficos bidimensionais de distribuicdo pontual de
fluorescéncia através do software FlowJo®. Foi possivel estabelecer as modalidades
FL1 (CD14/FITC) versus FL2 (CD80/PE) (Fig. 9B), FL1 (CD14/FITC) versus FL3
(HLA-DR/PerCP) (Figura 9C) e FL1 (CD14/FITC) versus (CD86/APC) (Figura 9D).

Figura 9 — Estratégia de aquisicdo de analise de mondcitos
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Legenda: A — Dot plot da populagdo de mondécitos selecionada para a analise; B — Gréfico
bidimensional CD14/FITC por CD80/PE; C- Grafico bidimensional CD14/FITC por HLA-DR/PerCP; D
— Gréfico bidimensional CD14/FITC por CD86/APC.
Fonte: Elaborado pela autora a partir do software FlowJo®.

A média da intensidade de fluorescéncia (MIF) foi obtida através da selecéo

dos gates de linfocitos e mondcitos, onde a fluorescéncia de cada fluorocromo ligado
a amostra foi representada graficamente em histogramas de parametro Unico
(Numero de células x Fluorocromo). A regido M1 foi estabelecida para determinar a
MIF de cada molécula (Figura 10).
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Figura 10 — Estratégia de aquisicdo e andlise da média de intensidade de
fluorescéncia (MIF).
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Legenda: (A) Dot plot da populagédo de linfécitos selecionada para a andlise (R1). (B) Histograma
representativo da MIF da molécula CD28 ligada ao fluorocromo PE.
Fonte: Elaborado pela autora a partir do software FlowJo®.

6.10 Analise estatistica

Todos os dados decorrentes das andlises foram copilados em planilhas do
Excel - 2013 onde foi construido um banco de dados. Os resultados de
citotoxicidade celular foram analisados através de regressédo linear utilizando o
software SPSS versdo 18. Os demais dados foram exportados para o software
computacional Graphpad Prism versdo 5.0 Windows® (E.U.A.). Os resultados das
analises estatisticas de producdo de citocinas, frequéncia celular e MIF, foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os que assumiram
distribuicdo normal foram analisados através do teste t pareado, e 0s que nao
assumiram distribuicdo normal foram analisados através do teste de Wilcoxon.

Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.
6.11 Aspetos éticos

As abordagens utilizadas no presente estudo foram aprovadas pelo Comité de
Etica em Pesquisa do IAM/Fiocruz (CAAE: 07511612.2.0000.5190) (Anexo). Todos
os individuos participantes responderam a um formulario de pesquisa e assinaram

voluntariamente o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices A e B).
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7 RESULTADOS

Artigo original

Modulacao da resposta imune induzida pelo veneno de Bothrops erythromelas em
células mononucleares infectadas com Trypanosoma cruzi

Introducéo

A doenca de Chagas (DC), infeccéo tecidual e hematoldgica, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é transmitida aos seres humanos e a outros
mamiferos por insetos triatomineos hematéfagos, sendo o Triatoma infestans, o
vetor mais importante. A DC € um problema de salde publica que afeta milhdes de
pessoas ao redor do mundo (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). O
Benzonidazol (Bz) € a Unica terapia disponivel para o tratamento no Brasil,
entretanto a eficacia do farmaco é variavel apresentando taxas de cura em torno de
60% a 80% na fase aguda, e, na fase cronica, existe uma discordancia sobre a
utilidade da terapia devido as reacdes adversas, baixas taxas de cura e a auséncia
de critérios para avaliacdo de cura (COURA, 1997; COURA; CASTRO, 2002;
MARIN-NETO et al., 2009).

Alguns estudos demonstraram que o0 veneno de serpentes podem atuar com
acado tripanocida, sem induzir importantes efeitos citotoxicos em células do
hospedeiro (FERNANDEZ-GOMES et al., 1994; GONCALVES et al., 2002
DEOLINDO et al., 2005). A Bothrops erythromelas (B. erythromelas) € uma jararaca
encontrada amplamente na regido Nordeste do Brasil. Em cultura de esplendcitos
murinos o veneno de B. erythromelas induziu a producédo de citocinas (IFN-y e IL-6)
e de o6xido nitrico, apresentando um perfil pro-inflamatério, mas modulado pela
produgédo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria (LUNA et al., 2011).

Contudo, venenos animais tem constituido ferramentas farmacologicas
importantes para a prospec¢do de farmacos. A exemplo disso sdo os farmacos
comercializados na Europa e nos Estados Unidos, como anti-tromboticos,
anestésicos, ativadores da cascata de coagulacdo (ROCHA E SILVA et al., 1949;
KOH; ARMMGAM; JEYASEELAN, 2006; KOH; KINI, 2012). Mesmo assim, 0s
venenos com acgao antiparasitaria ainda é uma area pouco estudada. Considerando

gue venenos ofidicos sao fonte de enzimas — 90% de seu peso total — infere-se que
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0S mesmos podem contribuir para a destruicdo de parasitas, mesmo que
intracelulares, uma vez que fosfolipases destroem a membrana celular permitindo a
entrada de toxinas nas celulas. Essas toxinas podem ter acdo direta sobre o
parasita. Entretanto, a investigacdo imunologica frente a acdo dos venenos néo foi
avaliada na infeccdo com o T.cruzi. Assim, conhecer os fenomenos imunologicos
decorrentes do tratamento in vitro de células mononucleares com veneno de B.
erythromelas, associado ou ndo ao benzonidazol pode auxiliar o delineamento de

estratégias terapéuticas na Doenca de Chagas.

Materiais e Métodos

Obtencdo do veneno — 0s venenos das serpentes B. erythromelas foram obtidos
através da ordenha de espécimes de cativeiro, provenientes do Museu vivo Répteis
da Caatinga, localizado em Campina Grande, PB. As concentracfes proteicas de
cada veneno foram determinadas através da reacdo pelo método de Bradford
(1976).

Parasitas — Formas tripomastigotas da Cepa Y mantidas congeladas a -80°C, foram
descongeladas e utilizadas para infeccdo de células Vero cultivadas em meio RPMI
1640 (Sigma™) suplementado (10% de soro bovino fetal (SBF) (GIBCO®) e 1% de
penincilina/estreptomicina (Lonza) (meio RPMI completo) por 24 horas, em estufa de
5% CO2 a 37°C. Ao fim da incubagé&o, o sobrenadante foi retirado para remocéo dos
parasitas que nao infectaram as células. Em seguida, foi adicionado meio RPMI
completo e as culturas incubadas por 5 a 7 dias. Diariamente, as células foram
observadas ao microscopio e realizamos a manutencédo das formas tripomastigotas
para utilizd-las nos ensaios de cultivo celular. Apds a ruptura das células Vero, 0s
tripomastigotas livres no meio de cultura foram coletados, centrifugados (200x g por
10 minutos a 20°C). Os tripomastigotas foram contados em camara de Neubauer e

ajustados para concentracdes de uso.

Populacdo de estudo - Sangue periférico de individuos sem infeccao chagasica foi
coletado em tubos de coleta a vacuo (Vacutainer®) contendo heparina sddica para
obtengéo das células mononucleares e utilizagdo nos ensaios de citotoxicidade e

cultivo celular e tubos seco para realizacdo da sorologia da DC. Os critérios de
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inclusédo do estudo foram: possuir sorologia ndo reagente para infeccéo pelo T. cruzi,

nao ser de area endémica e nao ter recebido transfusdo sanguinea.

Obtencao das Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) — Sangue
foi adicionado a tubos conicos de 50mL (BD™) e diluidos em Phosphate-buffered
saline (PBS) filtrado e estéril na proporcdo de 1:2. Essa mistura foi adicionada a
tubos de prolipropileno (50mL) contendo Ficoll-Hypaque PLUS™ (Amersham
Biosciences). Os tubos foram submetidos a centrifugacéo (900 x g por 30 minutos a
25 °C) e o anel de PBMC formado entre a interface do Ficoll e o plasma foi coletado.
As células foram lavadas duas vezes por centrifugacéo (400 x g por 10 minutos a 25
°C), ressuspendidas em meio RPMI completo, e contadas em camara de Neubauer
com auxilio do corante Azul de Trypan (Sigma™) e ajustadas para a concentracéo

de 108 células/mL.

Co-cultivo de PBMC e T. cruzi com adicdo de tratamento com veneno e
Benzonidazol — O co-cultivo foi realizado, em placas de poliestireno de 48 pocos.
Um mililitro contendo PBMC (1 x 108 células/mL) em meio RPMI 1640 (Sigma™)
completo, e incubado (37° C / 5% CO2) durante 1h para a adesao das células
aderentes (mondcitos) ao poco da placa. Em seguida, as células ndo aderentes
(linfécitos) foram removidas dos pocos e transferidas a tubos conicos de 15mL (37°
C /5% COz2). Apos isso, os mondcitos foram infectados com formas tripomastigotas
(2,5 x 10° parasitas/poco) por 2 horas. Os parasitos que ndo penetraram nas células
foram removidos através de lavagens, e os linfécitos foram readicionados aos pocos
do cultivo. Por ultimo, foi adicionado o veneno de B. erythromelas em duas
concentracfes (11 ou 22 pg/mL) estabelecidas previamente através de ensaio de
citotoxicidade, onde a CC50 (concentracdo citotoxica para 50% das células) foi
estabelecida em 22 pg/mL. Além disso, as células foram tratadas em associacao
com o Bz (1 pg/mL). Essa preparacao foi incubada por 1hora e por 24horas. A figura
1 representa o co-cultivo e todas as condi¢fes de cultivo utilizadas nesse estudo que

serviram como controles.
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Figura 1 - Representacdo esquematica do co-cultivo
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Legenda: (1) PBMC foram adicionadas em placas de cultura de 48 pocos numa concentracdo de
1x108 células/mL. (2) As PBMC foram incubadas, por 1 hora, para adesdo das células aderentes
(mondcitos). (3) Apds o tempo de adeséo, as células ndo aderentes (linfécitos) foram removidas e
armazenadas em estufa (37° C / 5% COz) em tubos de fundo coénico; (4) Formas tripomastigotas
foram adicionadas (2,5 x 10° parasitas/pogo) para infeccdo das células aderentes (mondcitos), por 2
horas. ApOs o tempo de infecgdo, as formas tripomastigotas que nédo infectaram as células foram
removidas através de lavagem utilizando meio RPMI completo. (5) Os linfocitos foram readicionados.
(6) As condicdes experimentais foram tratadas com veneno e/ou Bz; (7) C — Células ndo aderentes
(linfécitos) e aderentes (monécitos) da esquerda para direita, respectivamente; C+T — Células e
Tripomastigotas; C +Bz - Células e Benzonidazol; C+T+Bz — Células, Tripomastigotas e
Benzonidazol; C + [V] — Células e concentracdo de veneno; C + T + [V] — Células, Tripomastigotas e
concentracdo de veneno; C + Bz + [V] — Células, Benzonidazol e concentracdo de veneno; C + T + Bz
+ [V] — Células, Tripomastigotas, Benzonidazol e concentracdo de veneno.

Fonte: Elaborado pela autora.

Deteccdo dos niveis de citocinas no sobrenadante de cultura por Cytometric
Bead Array (CBA) — ApGs 1h e 24h de cultivo, as placas foram centrifugadas (400 x
g por 10 minutos a 25 °C) e os sobrenadantes foram coletados e armazenados em
microtubos devidamente identificados e armazenados a -20°C para dosagem das

citocinas. Os niveis de citocinas foram mensurados através do sistema Cytometric
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Bead Array (CBA — BD Biosciences), utilizando o BD™ Cytometric Bead Array (CBA)
Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Biosciences San José, CA USA), conforme
recomendado pelo fabricante. Primeiramente, 22 puL da mistura de microesferas de
captura, marcadas com anticorpos monoclonais (anti-IL-2, anti-IL-4, anti-IL-6, anti-IL-
10, anti-IFN-y e anti-TNF) com diferentes intensidades de fluorescéncias foram
adicionadas em tubos de poliestireno (BD Systems™- 5mL), em seguida foi
adicionado 22 pL do sobrenadante de cultura e 22 pL do reagente de deteccao.
Apés essa etapa, as amostras foram incubadas por 3 horas a temperatura ambiente
(TA) e ao abrigo da luz. Ao fim da incubacé&o 1 mL da solucéo tampao (Wash Buffer)
foi adicionado e os tubos centrifugados a 200g por 5 min. O sobrenadante foi
descartado, e as Beads foram ressuspendidas pela adicdo de 300uL de solucéo
tampédo (Wash Buffer). As amostras foram adquiridas em um citbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickson San José, CA USA), utlizando o software
CellQuestPro (Beckton Dickson San José, CA USA). Os dados foram analisados e
as dosagens das citocinas nas amostras foram estabelecidas por elaboracdo de

uma curva-padrédo utilizando o software FCAP 3.1.

Imunofenotipagem para moléculas de superficie em linfécitos e mondcitos do
co-cultivo de PBMC, T. cruzi, Bz e veneno — Apés 1 hora de co-cultivo, os
linfécitos e mondcitos foram removidos utilizando PBS-Wash gelado contendo
albumina sérica bovina a 0,5% - Sigma™ e azida sédica a 1% - Sigma™). As células
foram transferidas para tubos de poliestireno (BD Systems™; 5 mL) e centrifugadas
(400 x g por 5 minutos). Os sobrenadantes foram descartados e adicionados
anticorpos monoclonais de superficie para linfécitos para cada tubo: anti-CD4/PerCP
(1,5 L - Invitrogen), anti-CD8/FITC (1,5 pyL - Invitrogen), anti-CD28/PE (1,5 uL -
Invitrogen) e anti-CD152/CTLA-4/ APC (10 uL - BD) e para mondcitos: anti-
CD14/FITC (2,5 pL - Invitrogen), anti-HLA-DR/PerCP (2,5 pL - Invitrogen), anti-
CD80/PE (1,5 pL - Invitrogen) e anti-CD86/APC (1,5 pL - Invitrogen). Apés 30
minutos de incubagéo, as células foram lavadas com PBS Wash por centrifugacao
(400 x g por 5 minutos). Em seguida, as células foram fixadas utilizando BD
Cytofix™ (BD Biosciences®) conforme instru¢cdes do fabricante. Os tubos foram
estocados a 4°C até o momento da aquisicdo no citbmetro de fluxo FACScalibur

(Beckton Dickson).
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Estratégia de aquisicdo e analise de linfocitos e mondcitos por citometria de
fluxo — A populacdo de linfocitos foi selecionada através de dot plot (Forward
Scartter-FSC) versus (Side Scartter-SSC), sendo adquiridos 20.000 eventos dentro
da janela R1 de linfécitos e os mondcitos foram selecionados através de FCS versus
FL1, sendo adquiridos 1000 eventos dentro da janela R2. Apoés a selecao da janela
de interesse (R1) e (R2), os linfécitos T CD4* e T CD8* e mondcitos CD14*, bem
como as moléculas foram analisados pela obtencédo de graficos bidimensionais de

distribuicdo pontual de fluorescéncia através do software FlowJo®.

Andlise estatistica - Os dados foram exportados para o software computacional
Graphpad Prism versdao 5.0 Windows® (E.U.A.). Os resultados das analises
estatisticas de producédo de citocinas, frequéncia celular e MIF, foram submetidos ao
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Os que assumiram distribuicdo
normal foram analisados através do teste t pareado, e 0s que ndo assumiram
distribuicdo normal foram analisados através do teste de Wilcoxon. Todas as

conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de 5%.

Consideracbes éticas — As abordagens utilizadas no presente estudo foram
aprovadas pelo Comité de FEtica em Pesquisa do IAM/Fiocruz (CAAE:
07511612.2.0000.5190). Todos os individuos participantes responderam a um
formulario de pesquisa e assinaram voluntariamente o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

RESULTADOS

Efeito do veneno de B. erythromelas em células infectadas com a cepa Y de T.

cruzi deteccéo de citocinas no sobrenadante do co-cultivo

N&o observamos diferencas nos niveis de IL-2 e IL-4 entre as condigbes
analisadas (Figura 2A e 2B, respectivamente). Nos tempos de 1 hora e 24 horas de
cultivo houve uma menor deteccdo de IL-6 nas condicbes onde 0 veneno estava
presente (C+T+[1] e C+T+[2]) em comparacdo ao controle C+T (Figura 2C). Para IL-
10, pode-se observar que ao longo do tempo, ou seja quando comparamos 1h com
24h, houve um aumento dessa citocina na condi¢cdo C+T+[2] (Figura 2D). Porém, os
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niveis de IL-10 apresentam-se diminuidos quando comparamos com C+T no tempo
de 24h. Resultados semelhantes foram vistos na avaliacdo dos niveis IFN-y (Figura
2E). Quanto a TNF, podemos observar niveis menores quando analisamos as
condi¢cbes experimentais com a presenca do veneno em comparacgao ao controle, no

tempo de 24 horas (Figura 2F).
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Figura 2 — Quantificacdo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y no sobrenadante de
cultura de células mononucleares de sangue periférico, na presenca de formas
tripomastigotas de T. cruzi cepa Y em adicdo de diferentes concentracbes de
veneno de B. erythromelas no tempo de 1 hora e 24 horas.
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Legenda: C+T — Células e tripomastigotas Cepa Y (controle). C+T+[1] — Células, tripomastigotas e
concentracao de 11ug/mL de veneno; C+T+[2] — Células, tripomastigotas e concentracédo de 22ug/mL
de veneno de B.erythromelas nos tempos de 1 hora (N=8) e 24 horas (N=11). Diferencas
significativas com p<0,05 para comparagdes entre as condi¢cdes sao indicadas em cada grafico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Efeito da associagcdo do veneno de B. erythromelas com Benzonidazol em
PBMC

N&o observamos diferencas de producdo de IL-2 e IL-4 nas condi¢cdes de
cultivo analisadas (Figura 3A e 3B, respectivamente). A producéo de IL-6 foi menor
nas condi¢gdes de cultivo onde o Bz foi associado ao veneno (C+Bz+[1] e C+Bz+[2])
guando comparado ao controle C+Bz, nos tempos de cultivo. Podemos observar
ainda, que a condicbes C+Bz+[1] foi estatisticamente maior do que a condi¢cao
C+Bz+[2], em 1 hora e 24 horas (Figura 3C). Com relacdo a producdo de IL-10
houve uma diminuicdo da producdo dessa citocina nas concentracbes de Bz
associado ao veneno (C+Bz+[1], C+Bz+[2]) quando comparamos com C+Bz, no
tempo de 24 horas (Figura 3D). Vale destacar que ao longo do tempo, houve um
aumento dessa citocina, na presenca das duas concentragdes do veneno.
Verificamos uma diminuicdo da producdo de IFN-y nas condi¢cdes de cultivo de Bz
associado ao veneno quando comparamos com C+Bz, embora a diferenca
estatisticamente significativa foi observada apenas na condicdo C+Bz+[2] em 24
horas (Figura 3E). Para TNF observamos menores niveis na condicdo C+Bz+[2] nos

tempos de 1 hora e 24 horas quando comparado com C+Bz (Figura 3F).
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Figura 3 — Quantificacdo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y no sobrenadante de
cultura de células mononucleares de sangue periférico, na presenca do
Benzonidazol e/ou em associagdo de diferentes concentracdes de veneno de B.

erythromelas no tempo de 1 hora e 24 horas.

A B
8- 12-
- _ 104
- -
E E
o o
= 2 8 p=0.0391
(\II <I|' T 1
= =
4
[ to [ I
1lh 24h 1h 24h
C D p=0.0020
p=0.0137
p=0.0010 p=0.0078
p=0.0010 p=0.0078
1 r
p=0.0078 p=0.0078
20000 300
10000-
5000+ p=0.0078 2004
_E, 6001 p=0.0234 ) 1004
£ —_— E
S 4004 p=0.0010 )
=~ 2004 £ 1o-
© L —_ S
= 60+ = 101 o002
40- i = p=0.0207
B
0 =
[ Lo !
1h 24h = bt
1h 24h
E F
p=0.0420
504 p=0.0313 . 400~ p=0.0137
— 300~
= =0.0078
§ P
(o))
e
LL
zZ
|_
[ o : !
1h 24h 24h
C+BZ C+BZ+[1] [ c+Bz+2)
Legenda: C+Bz — Células e benzonidazol (controle). C+Bz+[1] — Células, benzonidazol e

concentracdo de 11ug/mL de veneno; C+Bz+[2] — Células, benzonidazol e concentragdo de 22ug/mL
de veneno de B.erythromelas nos tempos de 1 hora (N=8) e 24 horas (N=11). Diferencas
significativas com p<0,05 para comparagdes entre as condi¢cdes sao indicadas em cada grafico.

Fonte: Elaborado pela autora.
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Efeito da associacdo do veneno de B. erythromelas com Benzonidazol em
células infectadas com a cepa Y de T. cruzi

N&o observamos diferencas de producdo de IL-2 e IL-4 nas condi¢cdes de
cultivo analisadas (Figura 4A e 4B, respectivamente). A producéo de IL-6 aumentou
ao longo do tempo na condicdo experimental C+T+Bz+[1]. Em 24h de cultivo,
observamos niveis menores de IL-6 e IL-10 em C+T+Bz+[1] e C+T+Bz+[2] quando
comparado ao controle C+T+Bz (Figura 4C e 4D, respectivamente). A producéo de
IL-10 aumentou ao longo do tempo na condicdo experimental C+T+Bz+[1] e
C+T+Bz+[2] (Figura 4D). Observamos uma evidente diminuicdo de IFN-y e TNF,
nas condicbes C+T+Bz+[1], bem como C+T+Bz+[2], quando ao controle, em 24
horas de cultivo (Figura 4E e 4F, respectivamente), apesar de ndo apresentar

diferenca estatisticamente significante.
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Figura 4 — Quantificacdo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y no sobrenadante de
cultura de células mononucleares de sangue periférico, na presenca de formas
tripomastigotas de T. cruzi cepa Y, Benzonidazol e diferentes concentragbes de
veneno de B. erythromelas no tempo de 1 hora e 24 horas.
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Legenda: C+T+Bz — Células e tripomastigotas Cepa Y (controle) e benzonidazol; C+T+Bz+[1] —
Células, tripomastigotas, benzonidazol e concentracdo de 1lpg/mL de veneno; C+T+Bz+[2] —
Células, tripomastigotas, benzonidazol e concentracao de 22ug/mL de veneno de B.erythromelas nos
tempos de 1 hora (N=8) e 24 horas (N=11). Diferencgas significativas com p<0,05 para comparagdes
entre as condic¢des sdo indicadas em cada grafico.

Fonte: Elaborado pela autora.




56

Avaliacdo da expressao das moléculas CD28* e CTLA-4* dos linfécitos T CD4*
e CD8*

Nossos resultados mostraram que a expressao de CD28 em linfocitos TCD4*
foi maior em todas as condi¢cdes experimentais na presenca do veneno em
comparagdo com C, C+T e C+Bz. Por outro lado, linfocitos TCD8*CD28* verificamos
que estas células estavam em menores frequéncias nas condigdes em que o veneno
estava presente quando comparada aos controles C, C+T e C+Bz. Quanto a
expressdo da molécula CTLA-4 em linfocitos T CD4*, verificamos aumento desta
molécula nas condigbes C+T+[1] e C+T+[2] em comparacdo com C, C+T, C+T+Bz e
C+Bz. Com relacdo a frequéncia de linfocitos T CD8*CTLA-4, verificamos niveis
significativamente maiores dessas células na condicdo C+[1], C+[2], C+T+[1] e

C+T+[2] quando comparado a C, C+T, C+Bz e C+T+Bz.

Com relacdo a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) da molécula
CD28* na populacdo de linfocitos ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas importantes entre as condi¢bes de cultivo. Porém, quanto a MIF de
CTLA-4 observamos niveis significantemente maiores dessa molécula na condi¢éo
C+T+[1] e C+T+[2] quando comparado a C, C+T e C+Bz (Tabela 1).

Avaliacdo da expressédo das moléculas CD80*, CD86* e HLA-DR*dos mondcitos
CD14*

Com relacdo a expressdo da molécula CD80* em mondcitos CD14%,
verificamos que em todas as condicfes de cultivo na presenca do veneno houve um
aumento significativo em comparagcdo aos controles C, C+T e C+Bz. Resultados
semelhantes foram vistos quando avaliamos a frequéncia de células CD14*HLA-
DR*. Ao avaliarmos a frequéncia da molécula co-estimulatéria CD86* na superficie
de mondcitos CD14* ndo verificamos diferencas estatisticas significativas entre as

condicbes avaliadas.

Ao avaliarmos a MIF da molécula CD80* em mondcitos CD14*, observamos
niveis significantemente maiores em todas as condi¢des de cultivo na presenca do
veneno quando comparado a C, C+T e C+Bz. Resultados semelhantes foram
observados quando avaliamos a MIF de HLA-DR*. Além disso, a MIF de HLA-DR*

foi maior em todas as condicbes de cultivo na presenca do veneno quando
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comparadas com C+T+Bz. Nenhuma diferenca significativa foi observada quanto a

expressdo da molécula CD86* (Tabela 2).
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Tabela 1 - Expressao das moléculas CD28* e CTLA-4* dos linfocitos CD4* e CD8* e intensidade média de fluorescéncia

Marcacdes %CD4* %CD4* %CD8" %CD8" MIF MIF
CD28* CTLA-4* CD28" CTLA4" CD28* CTLA-4"
C 17.25 1.61 49.45 1.45 74.10 4.50
C+T 18.15 1.48 49.05 1.42 73.50 3.77
C+Bz 16.75 1.66 48.70 1.06 73.70 4.61
C+T+Bz 19.80 2.10 49.50 1.97 76.10 7.47
C+[1] 19.85ab.¢c 2.59 43,500 ¢.d 1.99a¢¢€ 72.05 6.24
C+T+[1] 19.60 & b.¢ 3.16abcd  4355abcd 2.35abc¢ 72.35 6.53ab.¢C
C+Bz+[1] 19.80 @ b.¢ 2.074 43,002 b.c.d 1.622 72.50 5.84
C+Bz+[1]+T  19.80&Db.¢ 2.45P 43,552 b.c.d 2.10ab.¢ 72.25 5.88
C+[2] 20.60 & b.¢ 2.16¢ 42.90ab.c.d 9 g3abce 72.202 6.30°¢
C+T+[2] 20.80 & b.¢ 2.63b.c 43.70&b.c.d 2 g7ab.cd 73.55 7.402b.¢C
C+Bz+[2] 20.35ab.¢ 2.30°¢ 43.202b.c.d 2.42b.c 72.55 6.27°¢
C+Bz+[2]+T  20.352Db.¢ 2.43¢ 43.40ab.c.d 2 4pabcd 72.40° 6.66 P ¢

Legenda: Linfécitos T %CD4*CD28*; Linfocitos T %CD4*CTLA-4*; Linfocitos T

%CD8*CD28*; Linfécitos T %CD8*CTLA-4*; MIF - Intensidade Média de

Fluorescéncia; C — Células; C + T — Células e Tripomastigotas; C + Bz — Células e Benzonidazol; C + T + Bz — Células, Tripomastigotas e Benzonidazol; C +
[1] — Células e 11ug/mL de veneno; C + T + [1] — Células, Tripomastigotas e 11ug/mL de veneno; C + Bz + [1] — Células, benzonidazol e 11ug/mL de veneno;
C + T + Bz + [1] — Células, Tripomastigotas, Benzonidazol e 11ug/mL de veneno; C + [2] — Células e 22ug/mL de veneno; C + T + [2] — Células,
Tripomastigotas e 22ug/mL de veneno; C + Bz + [2] — Células, Benzonidazol e 22ug/mL de veneno; C + T + Bz + [2] — Células, Tripomastigotas,
Benzonidazol e 22pg/mL de veneno de B. erythromelas no tempo de 1 hora. Os valores expressos equivalem a mediana das condigfes experimentais (N=8).
(a) p<0.05 quando comparado a C
(b) p<0.05 quando comparado a C+T
(c) p=<0.05 quando comparado a C+Bz
(d) p=<0.05 quando comparado a C+T+Bz

(e) p=<0.05 entre C+[1] e C+[2]

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 2 - Expressao das moléculas CD80*, CD86* e HLA-DR* dos monécitos CD14" e intensidade média de fluorescéncia.

Marcacdes %CD14* %CD14* %CD14* MIF MIF MIF
CD80* CD86* HLA-DR* CD80* HLA-DR* CD86*
C 5.21 100 43.00 4.69 46.00 100
C+T 4.94 100 39.90 4.67 43.30 100
C+Bz 4.81 100 42.65 4.42 48.30 100
C+T+Bz 2.36 100 43.60 3.55 46.10 100
C+[1] 18.30&¢.¢ 99.94 73.85ab.c 25.85ab.¢ 75.40¢ 100
C+T+[1] 29.40ab.¢c 99.93 73.10a¢f 30.25ab.¢c 74.454a¢ 100
C+Bz+[1] 27.60a0b.¢c 99.89 73.95a¢9 34.802b.¢c 75.75&¢ 100
C+Bz+[1]+T 29.002b.¢ 99.89 74.10ab.¢c 26.602b.¢C 75.454a¢ 100
C+[2] 37.00ab.ce 99.94 g1.25abcdf  35715abc 82.45ab.c 100
C+T+[2] 36.402b.¢ 99.94 83.75ab.c.d 34.25ab.¢c 85.40ab.¢c 100
C+Bz+[2] 31.30a&b.¢ 99.90 78.50ab.cdg  3pp5abc 80.50 b ¢ 100
C+Bz+[2]+T  40.002Pb.¢c 99.83 78.40ab.¢c 34.40ab.¢c 80.05a b. ¢ 99.95

Legenda: Mondcitos %CD14*CD80*; Mondcitos %CD14*HLA-DR*; Mondcitos %CD14*CD86*; MIF - Intensidade Média de Fluorescéncia; C — Células; C+ T
— Células e Tripomastigotas; C + Bz — Células e Benzonidazol; C + T + Bz — Células, Tripomastigotas e Benzonidazol; C + [1] — Células e 11ug/mL de
veneno; C + T + [1] — Células, Tripomastigotas e 11ug/mL de veneno; C + Bz + [1] — Células, Benzonidazol e 11ug/mL de veneno; C + T + Bz + [1] -
Células, Tripomastigotas, Benzonidazol e 11ug/mL de veneno; C + [2] — Células e 22ug/mL de veneno; C + T + [2] — Células, Tripomastigotas e 22ug/mL de
veneno; C + Bz + [2] — Células, Benzonidazol e 22ug/mL de veneno; C + T + Bz + [2] — Células, Tripomastigotas, Benzonidazol e 22ug/mL de veneno de B.
erythromelas no tempo de 1 hora. Os valores expressos equivalem a mediana das condi¢des experimentais (N=8).

(a) p<0.05 quando comparado a C

(b) p<0.05 quando comparado a C+T

(c) p=<0.05 quando comparado a C+Bz

(d) p=<0.05 quando comparado a C+T+Bz

(e) p=<0.05 entre C+[1] e C+[2]

(f) p=<0.05 entre C+T+[1] e C+T+[2]

(g) p=<0.05 entre C+Bz+[1] e C+Bz+[2]

Fonte: Elaborado pela autora.
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DISCUSSAO

O Benzonidazol (Bz) € o unico farmaco disponivel para tratamento da doenca
de Chagas no Brasil. A eficacia desta droga é variavel, onde, as taxas de cura dos
pacientes na fase crbnica sdo reduzidas (COURA et al., 1997; COURA; CASTRO,
2002; MARIN-NETO et al., 2008; MARIN-NETO et al., 2009). Embora haja poucos
estudos na literatura, venenos de serpentes tém sido demonstrados por possuirem
acao tripanocida (FERNANDEZ-GOMES et al.,, 1994; GONCALVES et al., 2002;
DEOLINDO, et al., 2005). Nesse contexto, € necessario compreender o potencial
imunomodulador do veneno B. erythromelas. O objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito do veneno bruto de B. erythromelas, uma jararaca encontrada
amplamente na regido Nordeste do Brasil, sobre células infectadas in vitro com T.
cruzi.

Ao avaliarmos o efeito do veneno de B. erythromelas sobre células infectadas
com T. cruzi, vimos que com o passar do tempo de cultivo, ou seja, quando
comparamos o0s dois tempos de cultura, houve aumento das citocinas no
sobrenadante de cultura. Entretanto, os niveis das citocinas pré-inflamatérias IL-6,
IFN-y e TNF, bem como da citocina anti-inflamatoria IL-10, diminuiram drasticamente
guando comparamos com as ceélulas infectadas sem tratamento ou associada ao
tratamento com Bz.

As citocinas sao importantes mediadores que regulam a duracdo e a
intensidade da resposta imune. Sao proteinas sollveis ou glicoproteinas produzidas
por leucdcitos e outros tipos celulares, que atuam como mediadores quimicos
(ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2012). Estudos em modelo experimental mostraram
que IFN-y e TNF desempenham um importante papel no controle parasitario durante
a fase aguda da DC por ativar as células apresentadoras de antigenos auxiliando
sua funcéo tripanocida (REED, 1988; SILVA et al.,, 1992; LANNES-VIEIRA et al.,
2011) porém, no tecido cardiaco, essas citocinas estdo associadas com maior
inflamac&o e poderiam estar induzindo dano tecidual (ZHANG; TARLETON, 1996;
SOARES et al., 2001; GOMES, 2003).

Em humanos, individuos considerados curados apoés tratamento etiologico
apresentaram altos niveis de IFN-y em comparacdo aos individuos ndo curados,
sugerindo que essa citocina pode favorecer a eficacia terapéutica e ser um
biomarcador de cura (BAHIA-OLIVEIRA, 2000). Por outro lado, Laucella et al.,
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(2009) verificaram que pacientes submetidos ao tratamento com Bz apresentaram
uma diminuicdo de IFN-y apds 12 meses de terapia. Os autores defendem que na
fase cronica, a utilizacdo do Bz associada a uma competente resposta imune
especifica ao parasita poderia ser considerada um indicativo de eficacia de
tratamento e cura.

As citocinas inflamatoérias IFN-y e TNF em altos niveis tém sido apontadas
como responsaveis pela manutencdo da inflamacéo no tecido cardiaco. Por outro
lado, maiores niveis de IL-10 tém sido encontrados em portadores da forma
indeterminada da DC, estando relacionada com a prote¢cdo do hospedeiro contra o
desenvolvimento de formas crénicas sintomaticas (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999;
GOMES et al., 2003). Nossos resultados nos levam a crer que o veneno de B.
erythromelas suprime a resposta celular, principalmente a de perfil pré-inflamatorio,
mas também induz a diminuicdo de IL-10.

Ndés avaliamos também, o efeito da associacdo do veneno ao Bz. Sabe-se
gue o sinergismo de drogas com a resposta imune contribui para 0 sucesso do
tratamento de doencas infecto-parasitarias (COURA, 2009). A associacdo de
farmacos ou compostos ao Bz ja € bem relatado na literatura (MALDONATO et al.,
1993; MALDONADO et al, 1993; ARAUJO et al., 2000; COURA, 2009; URBINA,
2003; URBINA, 2010; LOPEZ-MUNOZ et al., 2010; ALVES et al., 2012; VILAR-
PEREIRA, 2012) por promover resultados satisfatérios no sentido de potencializar o
efeito anti-T.cruzi. Nossos resultados mostraram que o veneno de B. erythromelas
isolado ou em associacdo com Bz, em células infectadas e em células sem infec¢ao
(dados ndo mostrados), diminuiu a producdo das citocinas IL-6, IFN-y, TNF e IL-10,
guando comparamos as células apenas tratadas com BZ. Ou seja, o veneno modula
negativamente, de forma geral, a producdo de citocinas dos perfis Thl e Th2.
Porém, nossos resultados diferem dos de Luna et al., (2011) que em cultura de
esplendcitos murinos observaram que o veneno de B. erythromelas induziu elevada
producéo de IFN-y, IL-6, IL-10 e 6xido nitrico. E importante salientar que nosso
estudo é pioneiro em demonstrar o efeito de producdo de citocinas induzido por
veneno em células humanas e infectadas por um protozoério, como o T. cruzi.

Avaliamos a frequéncia dos linfécitos T CD4* e T CD8* através de expressao
das moléculas de ativagdo (CD28) e de inibicdo (CTLA-4, antigeno 4 do linfocito T

citotoxico) presentes na superficie de linfocitos. Além disso, estudamos a expressao
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de HLA-DR (MHC de classe Il) e das moléculas co-estimulatérias (CD80* e CD86%),
presentes em mondcitos CD14*. De forma geral, nossos resultados mostraram que
houve aumento da frequéncia de linfécitos T CD4*CD28* e diminuicdo de
CD8*CD28" nas condigfes de cultivo, mas com aumento de expressdo da molécula
CTLA-4, onde o veneno estava presente, indicando que este fenbémeno é
consequéncia do tratamento com veneno, independente da infeccdo e da
associacdo com o Bz. Além disso, o veneno também aumentou a frequéncia de
mondcitos CD14* CD80*, bem como de CD14*HLA-DR*.

As interacdes entre os macréfagos e os linfécitos sdo essenciais para o
direcionamento de uma resposta imune eficiente. A ativacdo de células T envolve o
acoplamento do Receptor de Linfécito T (TCR) ao complexo MHC-peptideo
encontrados na superficie das Células Apresentadoras de Antigeno (APC), como o0s
mondcitos CD14+, bem como de um sistema apropriado de co-estimulagdo. Uma
das vias de co-estimulacdo mais importante consiste na interacao entre a molécula
CD28 expresso em células T e as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86,
presentes nas APC. Assim, os sinais gerados por essas ligacbes promovem a
proliferacdo dos linfécitos T (WANG; CHENG, 2004). JA& quando a molécula
acessoria CTLA-4 interage com as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86, ha
uma inducdo de sinais negativos que inibem a ativacdo de células T (WANG; CHEN
2004). Enquanto a molécula CD86* é distribuida constitutivamente, ou seja, tem
uma expressdao mais abundante na superficie dos mondcitos, a molécula CD80*
aumenta sua expressdo quando a célula se torna ativada por estimulos
(LENSCHOW et al., 1994). A molécula HLA-DR é um receptor de mondcitos e
macrofagos do complexo de histocompatibilidade de classe I (MHC II) e é
responsavel pelo processamento de antigenos endocitados (TURLEY et al., 2000).

As células T ativadas (expressando HLA-DR) sdo predominantes nas lesbes
inflamatorias cardiacas chagasicas (REIS et al., 1993). Células expressando HLA-
DR também estdo em maior frequéncia no sangue periferico de portadores crénicos
da doenca. Mas, enquanto ha um aumento da expressdo de HLA-DR, ha uma
auséncia da expressdo de CD28 em células T (MENEZES et al.,, 2004), o que
spgere uma relacdo entre essas células e a doenca. Um estudo realizado por Souza
et al. (2007) demonstraram maior expressdo de CTLA-4* em linfocitos T de

portadores da forma indeterminada da doenca sugerindo que o parasita induz uma
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modulacdo da resposta imune nesses pacientes. No estudo de Neves (2015), onde
foi encontrado aumento de CTLA-4 e diminuicdo de CD28* em linfocitos T CD4* e T
CD8* de co-cultivo obtidas de PBMC de portadores cronicos da DC, infectadas com
T. cruzi e tratadas in vitro com Bz, sugerindo assim um possivel mecanismo de fuga
do sistema imunoldgico. Desta forma, acreditamos que o veneno induz a ativacao de
monocitos T CD14*, pela aumento aumento das frequéncias de CD14*CD80* e
CD14*HLA-DR* e de linfécitos T CD4*CD28*. Por outro lado, ao mesmo tempo que
0 veneno induziu uma ativagdo celular, também induziu mecanismos inibitorios para
modulacdo desta ativacdo através do aumento da frequéncia da molécula CTLA-4
em linfécitos T CD4*.

E digno de nota que ndo observamos estudos visando a avaliacdo da
imunomodulacéo utilizando venenos bruto de serpentes para tratar células in vitro.
Nosso estudo mostrou a forte modulagéo negativa da producdo de citocinas que o
veneno induz em PBMC de humanos infectadas com T. cruzi. E importante salientar
gue verificamos a ativacdo celular de mondcitos CD14* e linfocitos T CD4*, mas
também inibicdo, pelo aumento de CTLA-4 em linfécitos T, 0 que sugere uma
demonstracdo de homeostase imunoldgica. Por ser uma mistura complexa de
substancias bioativas pouco se conhece sobre todas as funcdes dessas substancias
presentes no veneno. Acreditamos que isolados purificados do veneno de B.
erythromelas desta serpente sejam promissores para induzir uma resposta

balanceada entre os perfis Thl e Th2, sendo uma perspectiva de nosso grupo.
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Figura suplementar do artigo — Quantificacao de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-
Yy no sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue periférico e
presenca do Benzonidazol e células mononucleares e diferentes concentracdes de
veneno de B. erythromelas no tempo de 1 hora e 24 horas.
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Legenda: C+BZ — Células e benzonidazol; C+[1] — Células e concentragdo de 11ug/mL de veneno;
C+[2] — Células e concentracdo de 22ug/mL de veneno de B.erythromelas nos tempos de 1 hora
(N=8) e 24 horas (N=11).

Fonte: Elaborado pela autora.
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8 CONCLUSAO

O veneno bruto de B. erythromelas isolado ou associado ao Bz suprime a producao
de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, IFN- y e TNF) e anti-inflamatoérias (IL-10)
observada em células mononucleares infectadas ou ndo pelo T. cruzi. Porém, o
tratamento com veneno induziu aumento da expressdo de CD28* em linfécitos
TCD4* e em mondcitos CD14*, aumento da expressdo das moléculas de ativacao
CD80* e HLA-DR* demonstrando que o veneno induz ativacdo dessas células. Por
outro lado, o veneno induziu aumento da expressao de CTLA-4* em linfocitos TCD4*
e TCD8" indicando que pode conduzir a um controle da ativacao exacerbada dessas

células.
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ABSTRACT

It is described in the literature that venom of snakes have shown anti-Trypanosoma
cruzi (T. cruzi) activity, however, the immunological modulation caused by venom is
still incipient. The present study aimed to investigate the effect of Bothrops
erythromelas venom on the immune response induced in culture of peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) infected with trypomastigote forms of T. cruzi and treated
in vitro with the venom. PBMC were used for cell co-culture assays in the presence of
venom and / or benzonidazole. The levels of cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y
and TNF) were evaluated in the culture supernatant as well as CD28 + and CTLA-4 +
expression in CD4 + and CD8 + T lymphocytes and CD80 +, CD86 + and HLA-DR +
molecules on CD14 + monocytes were evaluated by flow cytometry. Our results
showed that the venom suppresses the production of cytokines IL-6, IL-10, IFN-y and
TNF. However, venom treatment induced an increase of CD28 + molecules in CD4 +
and HLA-DR + and CD80 + T lymphocytes in CD14 + monocytes, demonstrating that
an immunological homeostasis occurred by the promoted cellular activation.

KEY WORDS: Trypanosoma cruzi. Poison. Cytokines. Immunity cellular.

Introduction

Chagas' disease (CD), tissue and hematological infection caused by the
protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is transmitted to humans and other mammals
by hematophagous triatomine insects, with Triatoma infestans being the most
important vector. CD is a public health problem that affects millions of people around
the world (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010). Benzonidazole (Bz) is the only
therapy available for treatment in Brazil. However, the efficacy of the drug is variable,
with cure rates around 60% to 80% in the acute phase, and in the chronic phase
there is a disagreement about the usefulness of the therapy due to the adverse
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reactions, low cure rates and the absence of criteria for curing evaluation (COURA,
1997; COURA; CASTRO, 2002; MARIN-NETO et al., 2009).

Some studies have shown that venom of snakes can act with trypanocidal
action, without inducing important cytotoxic effects in host cells (FERNANDEZ-
GOMES et al., 1994; GONCALVES et al., 2002; DEOLINDO et al., 2005). Bothrops
erythromelas (B. erythromelas) is a jararaca found extensively in the Northeast
region of Brazil. In culture of murine splenocytes the B. erythromelas venom induced
the production of cytokines (IFN-y and IL-6) and nitric oxide, presenting a pro-
inflammatory profile but modulated by the production of IL-10, a cytokine anti-
inflammatory activity (LUNA et al., 2011).

However, animal venom have been important pharmacological tools for the
prospection of drugs. For example, the drugs marketed in Europe and the United
States, such as antithrombotics, anesthetics, coagulation cascade activators
(ROCHA et al., 1949; KOH; ARMMGAM; JEYASEELAN, 2006; KOH; KINI, 2012) .
Even so, the venom with antiparasitic action are still a little studied area. Considering
that ophidian venom are a source of enzymes - 90% of their total weight - it is
inferred that they can contribute to the destruction of parasites, even if intracellular,
since phospholipases destroy the cell membrane allowing the entry of toxins into the
cells. These toxins may have direct action on the parasite. However, the
immunological investigation against the action of the venom was not evaluated in
T.cruzi infection. Thus, knowing the immunological phenomena resulting from the in
vitro treatment of mononuclear cells with venom of B. erythromelas, associated or not

with benzonidazole may help to design therapeutic strategies in Chagas disease.

Materials and methods

Obtaining venom - Venom of B. erythromelas snakes were obtained through the
milking of captive specimens from the Living Reptiles Museum of Caatinga, located
in Campina Grande, PB. Protein concentrations of each venom were determined by
method the Bradford (1976).

Parasites - Trypomastigote forms of Strain Y kept frozen at -80 ° C were thawed and
used for infection of Vero cells cultured in supplemented RPMI 1640 (Sigma ™)



78

medium (10% fetal bovine serum (GFR) (GIBCO®) and 1% of penincillin /
streptomycin (Lonza) (complete RPMI medium) were incubated for 24 hours in a 5%
CO2 at 37°C. After the incubation the supernatant was removed for removal of the
parasites that did not infect the cells. The cells were observed under microscope and
maintained the trypomastigote forms for use in the cell culture assays. After the
rupture of the Vero cells, the free trypomastigotes in the cell were incubated for 5 to 7
days. culture medium were collected, centrifuged (200 x g for 10 minutes at 20°C).
The trypomastigotes were counted in Neubauer's chamber and adjusted to

concentrations of use.

Study population - Peripheral blood of individuals without chagasic infection was
collected in vacuum collection tubes (Vacutainer®) containing sodium heparin to
obtain mononuclear cells and used in the cytotoxicity and cell culture and dry tubes
assays to perform CD serology. The inclusion criteria of the study were: to have non-
reactive serology for T. cruzi infection, to be non-endemic and not to receive blood

transfusion.

Obtaining Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC) - Blood was added to
50mL conical tubes (BDTM) and diluted in sterile filtered and sterile Phosphate-
buffered saline (PBS) in a ratio of 1. 2. This mixture was added to sterilized
polypropylene tubes (50mL) containing Ficoll-Hypaque PLUSTM (Amersham
Biosciences). The tubes were centrifuged (900 x g for 30 minutes at 25 ° C) and the
PBMC ring formed between the Ficoll interface and the plasma was collected. The
cells were washed twice by centrifugation (400g for 10 minutes at 25°C),
resuspended in complete RPMI medium, and counted in Neubauer's chamber with
the aid of the Trypan Blue dye (Sigma ™) and adjusted to the concentration of 10°

cells/mL.

Co-cultivation of PBMC and T. cruzi with addition of venom and benzonidazole
treatment - Co-cultivation was performed in 48-well polystyrene plates. One milliliter
containing PBMC (1 x 106 cells / mL) in RPMI 1640 medium (SigmaTM) completely,
and incubated (37 ° C / 5% CO2) for 1h for the adhesion of adherent cells
(monocytes) to the well of the plate. Then, non-adherent cells (lymphocytes) were
removed from the wells and transferred to 15mL (37°C / 5% CO2) tapered tubes.
After this, the monocytes were infected with trypomastigote forms (2.5 x 10° parasites
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/ well) for 2 hours. Parasites that did not penetrate the cells were removed through
washes, and the lymphocytes were re-attached to the culture wells. Finally, the
venon was added B. erythromelas in two concentrations (11 or 22 mg/mL) previously
established by cytotoxicity assay, where the CC50 (cytotoxic concentration for 50%
of the cells) was set at 22 yg / mL. In addition, the cells were treated in association
with Bz (1 ug/mL). This preparation was incubated for 1 hour and for 24 hours. Figure
1 shows the co-cultivation and all cultivation conditions used in that study that served

as controls.
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Figure 1 - Schematic representation of co-cultivation
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Legend: (1) PBMCs were added in 48-well culture plates at a concentration of 1x10 6 cells / mL. (2)
PBMC were incubated for 1 hour for adhesion of adherent cells (monocytes). (3) After the adhesion
time, the non-adherent cells (lymphocytes) were removed and stored in an oven (37 ° C /5% CO2) in
conical bottom tubes; (4) Trypomastigote forms were added (2.5 x 105 parasites / well) for infection of
adherent cells (monocytes) for 2 hours. After the time of infection, the trypomastigote forms that did
not infect the cells were removed by washing using complete RPMI medium. (5) The lymphocytes
were readmitted. (6) The experimental conditions were treated with venom and / or Bz; (7) C - Non-
adherent (lymphocytes) and adherent (monocytes) cells from left to right, respectively; C + T - Cells
and Trypomastigotes; C + Bz - Cells and Benzonidazole; C + T + Bz - Cells, Tripomastigotes and
Benzonidazole; C + [V] - Cells and concentration of venom; C + T + [V] - Cells, trypomastigotes and
venom concentration; C + Bz + [V] - Cells, benzonidazole and venom concentration; C + T + Bz + [V] -
Cells, trypomastigotes, benzonidazole and venom concentration.

Source: Prepared by the author.

Detection of cytokine levels in the culture supernatant by Cytometric Bead
Array (CBA) - After 1h and 24h culture, the plates were centrifuged (400g for 10
minutes at 25°C) and the supernatants were collected and stored in well-identified
microtubes and stored at -20°C for cytokine dosing. Cytokine levels were measured
using the Cytometric Bead Array (CBA-BD Biosciences), using the BDTM Cytometric
Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Biosciences San Jose, CA
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USA), as recommended by the manufacturer. First, 22uL of the capture bead mixture
labeled with monoclonal antibodies (anti-IL-2, anti-IL-4, anti-IL-6, anti-IL-10, anti-IFN-
y and anti-TNF) with different fluorescence intensities were added in polystyrene
tubes (BD Systems ™ - 5mL), then 22uL of the culture supernatant and 22uL of the
detection reagent were added. After this step, the samples were incubated for 3
hours at room temperature (RT) and protected from light. At the end of incubation 1
mL of Wash Buffer was added and the tubes centrifuged at 200g for 5 min. The
supernatant was discarded, and the Beads were resuspended by the addition of
300uL of Wash Buffer. Samples were acquired on a FACScalibur flow cytometer
(Becton Dickson San Jose, CA USA) using CellQuestPro software (Beckton Dickson
San Jose, CA USA). The data were analyzed and the cytokine dosages in the
samples were established by elaboration of a standard curve using FCAP software
3.1

Immunophenotyping for surface molecules in lymphocytes and monocytes
from the co-culture of PBMC, T. cruzi, Bz and venom - After 1 hour of co-culture,
lymphocytes and monocytes were removed using ice-cold PBS-Wash containing
bovine serum albumin at 0, 5% - Sigma ™ and 1% sodium azide - Sigma ™). Cells
were transferred to polystyrene tubes (BD Systems ™, 5§ mL) and centrifuged (400 x
g for 5 minutes). Supernatants were discarded and lymphocyte surface monoclonal
antibodies were added to each tube: anti-CD4 / PerCP (1.5 uL - Invitrogen), anti-CD8
/ FITC (1.5 yL - Invitrogen), anti-CD28 / PE And anti-CD142 / CTLA-4 / APC (10 pL-
BD) and for monocytes: anti-CD14 / FITC (2.5 uL - Invitrogen), anti-HLA-DR / PerCP
, 5 uL - Invitrogen), anti-CD80 / PE (1.5 uL - Invitrogen) and anti-CD86 / APC (1.5 pL
- Invitrogen). After 30 minutes of incubation, the cells were washed with PBS Wash
by centrifugation (400 x g for 5 minutes). The cells were then fixed using BD Cytofix
™ (BD Biosciences®) as instructed by the manufacturer. The tubes were stored at 4
° C until acquisition on the FACScalibur flow cytometer (Beckton Dickson).

Lymphocyte and monocyte acquisition and analysis strategy by flow cytometry
- The lymphocyte population was selected by dot plot (Forward Scartter-FSC) versus
(Side Scartter-SSC), with 20,000 events being acquired inside the R1 lymphocyte
window and the monocytes were selected through FCS versus FL1, and 1000 events
were acquired within window R2. After selection of the window of interest (R1) and
(R2), T CD4 and T CD8 lymphocytes, and CD14 monocytes, as well as the



82

molecules were analyzed by obtaining two-dimensional graphs of fluorescence point

distribution through FlowJo® software.

Statistical analysis - Data were exported to Graphpad Prism software version 5.0
Windows® (U.S.A.). The results of the statistical analyzes of cytokine production, cell
frequency and FIM were submitted to the Kolmogorov-Smirnov normality test. Those
who assumed normal distribution were analyzed through the paired t-test, and those
who did not assume normal distribution were analyzed using the Wilcoxon test. All
conclusions were taken at the significance level of 5%.

Ethical considerations - The approaches used in the present study were approved
by the Research Ethics Committee of IAM / Fiocruz (CAAE: 07511612.2.0000.5190).
All participating individuals responded to a research form and voluntarily signed the

Free and Informed Consent Form.

RESULTS

Effect of B. erythromelas venom on T. cruzi Y virus infected cells detection of
cytokines in the co-culture supernatant

We did not observe differences in IL-2 and IL-4 levels between the conditions
analyzed (Figure 2A and 2B, respectively). At 1 hour and 24 hours culture time, there
was a lower detection of IL-6 in conditions where venom was present (C + T + [1]
and C + T + [2]) compared to C + T control (Figure 2C). For IL-10, it can be observed
that over time, ie when we compared 1h with 24h, there was an increase of this
cytokine in the C + T + condition [2] (Figure 2D). However, IL-10 levels are
decreased when compared to C + T in the 24 h time. Similar results were seen in the
evaluation of IFN-y levels (Figure 2E). Concerning TNF, we can observe smaller
levels when we analyzed the experimental conditions with the presence of the venom

in comparison to the control, in the time of 24 hours (Figure 2F).
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Figure 2 - Quantification of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and IFN-y in the culture
supernatant of peripheral blood mononuclear cells in the presence of trypomastigote
forms of T. cruzi strain Y in addition of different concentrations of venom of B.

erythromelas in the time of 1 hour and 24
hours.
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Subtitle: C + T - Cells and trypomastigotes strain Y (control). C + T + [1] - Cells, trypomastigotes and
concentration of 11ug / mL of venom; C + T + [2] - Cells, trypomastigotes and concentration of 22ug /
mL of venom of B.erythromelas at 1 hour (N = 8) and 24 hours (N = 11) times. Significant differences
with p<0.05 for comparisons between conditions are indicated in each graph.

Source: Prepared by the author.
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Effect of the association of venom of B. erythromelas with Benzonidazole in
PBMC

We didn’t observe differences in IL-2 and IL-4 production in the analyzed culture
conditions (Figure 3A and 3B, respectively). IL-6 production was lower in culture
conditions where Bz was associated with venom (C + Bz + [1] and C + Bz + [2])
when compared to C + Bz control at culture times. We can also observe that the
conditions C + Bz + [1] was statistically higher than the condition C + Bz + [2], in 1
hour and 24 hours (Figure 3C). In relation to the IL-10 production, there was a
decrease in the production of this cytokine in the concentrations of Bz associated
with venom (C + Bz + [1], C + Bz + [2]) when compared to C + Bz in the 24 hours
time Figure 3D). It is noteworthy that over time, there was an increase of this
cytokine, in the presence of the two concentrations of the venom. We observed a
decrease in the production of IFN-y in the conditions of Bz associated with venom
when compared to C + Bz, althopgh the statistically significant difference was only
observed in the C + Bz + [2] condition in 24 hours (Figure 3E). For TNF we observed
lower levels in the C + Bz + [2] condition at times of 1 hour and 24 hours when

compared to C + Bz (Figure 3F).
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Figure 3 - Quantification of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and IFN-y in the culture
supernatant of peripheral blood mononuclear cells in the presence of Benzonidazole
and / or in combination of different concentrations of venom of B. erythromelas in the

time of 1 hour and 24 hours.
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Legend: C + Bz - Cells and benzonidazole (control). C + Bz + [1] - Cells, benzonidazole and
concentration of 11ug / mL of venom; C + Bz + [2] - Cells, benzonidazole and concentration of 22ug /
mL of B.erythromelas venom at 1 hour (N = 8) and 24 hour (N = 11) times. Significant differences with
p=<0.05 for comparisons between conditions are indicated in each graph.

Source: Prepared by the author
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Figure 4 - Quantification of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and IFN-y in the culture
supernatant of peripheral blood mononuclear cells in the presence of trypomastigote
forms of T. cruzi strain Y, Benzonidazole and different concentrations of venom of B.

erythromelas in the time of 1 hour and 24
hours.
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Legend: C + T + Bz - Cells and trypomastigotes strain Y (control) and benzonidazole; C + T + Bz + [1]
- Cells, trypomastigotes, benzonidazole and concentration of 11ug / mL of venom; C + T + Bz + [2] -
Cells, trypomastigotes, benzonidazole and concentration of 22ug / mL of B.erythromelas venom at 1
hour (N = 8) and 24 hour (N = 11) times. Significant differences with p<0.05 for comparisons between

conditions are indicated in each graph.
Source: Prepared by the author.
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Evaluation of CD28 + and CTLA-4 + expression of CD4 + and CD8 + T
lymphocytes

Our results showed that CD28 expression in CD4 + T lymphocytes was higher in all
experimental conditions in the presence of venom comparedto C, C + T and C + Bz.
On the other hand, CD8 + CD28 + lymphocytes showed that these cells were in
lower frequencies in the conditions in which the venom was present when compared
to the C, C + T and C + Bz controls. As regards the expression of the CTLA-4
molecule in CD4 + T lymphocytes, we observed an increase of this molecule in C + T
+ [1] and C + T + [2] conditions comparedto C,C+ T,C+ T+ Bzand C + Bz . As
regards the frequency of CD8 + T-CTLA-4 T lymphocytes, we found significantly
higher levels of these cellsinC+1,C+2,C+T+ 1and C+ T + 2 conditions when
comparedto C,C+ T, C + Bzand C + T + Bz. Regarding the Average Fluorescence
Intensity (MIF) of the CD28 + molecule in the lymphocyte population we did not
observe statistically significant differences between the culture conditions. However,
for CTLA-4 FIM we observed significantly higher levels of this molecule in C + T + [1]
and C + T + [2] when compared to C, C + T and C + Bz (Table 1).

Evaluation of the expression of the CD80 +, CD86 + and HLA-DR + molecules of
CD14 +

With regard to the expression of the CD80 + molecule in CD14 + monocytes,
we observed that in all culture conditions in the presence of venom there was a
significant increase in comparison with the C, C + T and C + Bz controls. Similar
results were seen when we evaluated the frequency of CD14 + HLA-DR + cells.
When we evaluated the frequency of the CD86 + costimulatory molecule on the
surface of CD14 + monocytes, we did not find statistically significant differences
between the conditions evaluated (Table 2). When evaluating the MIF of the CD80 +
molecule in CD14 + monocytes, we observed significantly higher levels in all culture
conditions in the presence of venom when compared to C, C + T and C + Bz. Similar
results were observed when we evaluated the MIF of HLA-DR +. In addition, the MIF
of HLA-DR + was higher in all culture conditions in the presence of venom when
compared to C + T + Bz. No significant difference was observed in the expression of
the CD86 + molecule (Table 2).
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Table 1 - Expression of CD28 + and CTLA-4 + molecules of CD4 + and CD8 + lymphocytes and mean fluorescence intensity

Marcacdes %CD4* %CD4* %CD8" %CD8" MIF MIF
CD28* CTLA-4* CD28" CTLA4" CD28* CTLA-4"
C 17.25 1.61 49.45 1.45 74.10 4.50
C+T 18.15 1.48 49.05 1.42 73.50 3.77
C+Bz 16.75 1.66 48.70 1.06 73.70 4.61
C+T+Bz 19.80 2.10 49.50 1.97 76.10 7.47
C+[1] 19.85ab.¢c 2.59 43,500 ¢.d 1.99a¢¢€ 72.05 6.24
C+T+[1] 19.60 & b.¢ 3.16abcd  4355abcd 2.35abc¢ 72.35 6.53ab.¢C
C+Bz+[1] 19.80 @ b.¢ 2.074 43,002 b.c.d 1.622 72.50 5.84
C+Bz+[1]+T  19.80&Db.¢ 2.45P 43,552 b.c.d 2.10ab.¢ 72.25 5.88
C+[2] 20.60 & b.¢ 2.16¢ 42.90ab.c.d 9 g3abce 72.202 6.30°¢
C+T+[2] 20.80 & b.¢ 2.63b.c 43.70&b.c.d 2 g7ab.cd 73.55 7.402b.¢C
C+Bz+[2] 20.35ab.¢ 2.30°¢ 43.202b.c.d 2.42b.c 72.55 6.27°¢
C+Bz+[2]+T  20.352Db.¢ 2.43¢ 43.40ab.c.d 2 4pabcd 72.40° 6.66 2 ¢

Legend: T lymphocytes% CD4 + CD28 +; Lymphocytes T CD4 + CTLA-4 +; CD8 + CD28 + T lymphocytes; Lymphocytes T CD8 + CTLA-4 +; MIF - Average
Fluorescence Intensity; C - Cells; C + T - Cells and Trypomastigotes; C + Bz - Cells and Benzonidazole; C + T + Bz - Cells, Tripomastigotes and
Benzonidazole; C + [1] - Cells and 11ug / mL of venom; C + T + [1] - Cells, trypomastigotes and 11ug / mL of venom; C + Bz + [1] - Cells, benzonidazole and
11ug / mL of venom; C + T + Bz + [1] - Cells, trypomastigotes, benzonidazole and 11ug / mL of venom; C + [2] - Cells and 22ug / mL of venom; C + T + [2] -
Cells, trypomastigotes and 22ug / mL of venom; C + Bz + [2] - Cells, Benzonidazole and 22 ug / mL of venom; C + T + Bz + [2] - Cells, trypomastigotes,
Benzonidazole and 22ug / mL of B. erythromelas venom in 1 hour. The values expressed are the median of the experimental conditions (N = 8).

(a) p<0.05 when compared to C

(b) p<0.05 when comparedtoC + T

(c) p<0.05 when compared to C + Bz

(d) p<0.05 when comparedto C + T + Bz

(e) p=0.05 between C + [1] and C + [2]

Source: Prepared by the author.
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Table 2 - Expression of CD80 +, CD86 + and HLA-DR + molecules of CD14 + monocytes and mean fluorescence intensity.

Marcacdes %CD14* %CD14* %CD14* MIF MIF MIF
CD80* CD86* HLA-DR* CD80* HLA-DR* CD86*
C 5.21 100 43.00 4.69 46.00 100
C+T 4.94 100 39.90 4.67 43.30 100
C+Bz 4.81 100 42.65 4.42 48.30 100
C+T+Bz 2.36 100 43.60 3.55 46.10 100
C+[1] 18.30&¢.¢ 99.94 73.85ab.c 25.85ab.¢ 75.40¢ 100
C+T+[1] 29.40ab.¢c 99.93 73.10a¢f 30.25ab.¢c 74.454a¢ 100
C+Bz+[1] 27.60a0b.¢c 99.89 73.95a¢9 34.8020b.¢c 75.75&¢ 100
C+Bz+[1]+T 29.002b.¢ 99.89 74.10ab.¢c 26.602b.¢C 75.454a¢ 100
C+[2] 37.00ab.ce 99.94 g1.25abcdf  35715abc 82.45ab.c 100
C+T+[2] 36.402b.¢ 99.94 83.75ab.c.d 34.25ab.¢c 85.40ab.¢c 100
C+Bz+[2] 31.30a&b.¢ 99.90 78.50ab.cdg  3pp5abc 80.50 b ¢ 100
C+Bz+[2]+T  40.002Pb.¢c 99.83 78.40ab.¢c 34.40ab.¢ 80.05a b. ¢ 99.95

Legend: Monocytes% CD14 + CD80 +; Monocytes% CD14 + HLA-DR +; % CD14 + CD86 + monocytes; MIF - Average Fluorescence Intensity; C - Cells; C +
T - Cells and Trypomastigotes; C + Bz - Cells and Benzonidazole; C + T + Bz - Cells, Tripomastigotes and Benzonidazole; C + [1] - Cells and 11ug / mL of
venom; C + T + [1] - Cells, trypomastigotes and 11ug / mL of venom; C + Bz + [1] - Cells, Benzonidazole and 11ug / mL of venom; C + T + Bz + [1] - Cells,
trypomastigotes, benzonidazole and 11ug / mL of venom; C + [2] - Cells and 22ug / mL of venom; C + T + [2] - Cells, trypomastigotes and 22ug / mL of
venom; C + Bz + [2] - Cells, Benzonidazole and 22 ug / mL of venom; C + T + Bz + [2] - Cells, trypomastigotes, Benzonidazole and 22ug / mL of B.
erythromelas venom in 1 hour. The values expressed are the median of the experimental conditions (N = 8).

(a) p<0.05 when compared to C

(b) p<0.05 when comparedtoC + T

(c) p<0.05 when compared to C + Bz

(d) p<0.05 when comparedto C + T + Bz

(e) p<0.05 between C + [1] and C + [2]

(f) p<0.05 between C+ T+ [1]and C + T + [2]

(g) p<0.05 between C + Bz + [1] and C + Bz + [2]

Source: Prepared by the author



90

DISCUSSION

Benzonidazole (Bz) is the only drug available for treatment of Chagas' disease
in Brazil. The efficacy of this drug is variable, where the cure rates of the patients in
the chronic phase are reduced (Marcus-Neto et al. 2009). Although there are few
studies in the literature, snake venoms have been shown to have trypanocidal action
(FERNANDEZ-GOMES et al., 1994; GONCALVES et al., 2002; DEOLINDO et al.,
2005). In this context, it is necessary to understand the immunomodulatory potential
of the B. erythromelas venom. The objective of the present study was to evaluate the
effect of the crude venom of B. erythromelas, a jararaca found extensively in the
Northeast region of Brazil, on T. cruzi infected cells in vitro.

When we evaluated the effect of B. erythromelas venom on T. cruzi infected
cells, we saw that with the passage of culture time, that is, when we compared the
two culture times, there was an increase in cytokines in the culture supernatant.
However, levels of the proinflammatory cytokines IL-6, IFNy and TNF, as well as the
anti-inflammatory cytokine IL-10, decreased dramatically when compared to infected
cells without treatment or associated with Bz treatment.

Cytokines are important mediators that regulate the duration and intensity of
the immune response. They are soluble proteins or glycoproteins produced by
leukocytes and other cell types, which act as chemical mediators (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2012). Studies in an experimental model have shown that IFN-p
and TNF play an important role in parasitic control during the acute phase of CD by
activating the antigen-presenting cells supporting its trypanocidal function (REED,
1988; SILVA et al., 1992; LANNES-VIEIRA In addition, in the cardiac tissue, these
cytokines are associated with increased inflammation and could be inducing tissue
damage (ZHANG et al.,, 2011). In humans, individuals considered cured after
etiological treatment had high levels of IFN-y compared to uncured individuals,
spggesting that this cytokine may favor therapeutic efficacy and be a curative
biomarker (BAHIA-OLIVEIRA, 2000). On the other hand, Laucella et al. (2009)
verified that patients undergoing Bz treatment had a decrease in IFN-y after 12
months of therapy. The authors argue that in the chronic phase, the use of Bz
associated with a competent specific immune response to the parasite could be
considered an indicative of efficacy of treatment and cure. Inflammatory cytokines

IFN-y and TNF at high levels have been identified as responsible for the
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maintenance of inflammation in cardiac tissue. In addition, IL-10 levels have been
found to be associated with the protection of the host against the development of
chronic symptomatic forms (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al. 2003).
Our results lead us to believe that B. erythromelas venom suppresses the cellular
response, especially to the pro-inflammatory profile, but also induces the decrease of
IL-10.

We also evaluated, the effect of the venon association on the Bz. It is known
that drug synergism with the immune response contributes to the successful
treatment of infectious-parasitic diseases (COURA, 2009). The association of drugs
or compounds to Bz is already well reported in the literature (MALDONATO et al.,
1993; URBINA et al., 1993, ARAUJO et al., 2000; COURA, 2009; URBINA, 2003;
URBINA, 2010; LOPEZ-MUNOZ et al., 2010; ALVES et al., 2012; VILAR-PEREIRA,
2012) for promoting satisfactory results in order to potentiate the anti-T.cruzi effect.
Our results showed that B. erythromelas venom isolated or in association with Bz in
infected cells and in non-infected cells (data not shown) decreased the production of
IL-6, IFN-y, TNF and IL-10 cytokines, when compared to cells treated with BZ only.
That is, the venom negatively modulates, in a general way, the production of
cytokines of the Th1l and Th2 profiles. However, our results differ from those of Luna
et al. (2011), who observed that the B. erythromelas venom induced high production
of IFN-y, IL-6, IL-10 and nitric oxide in murine splenocytes. It is important to point out
that our study is pioneer in demonstrating the effect of venon-induced cytokine

production on human cells infected with a protozoan, such as T. cruzi.

We evaluated the frequency of CD4 + T and CD8 + T lymphocytes through
the expression of activation (CD28) and inhibition molecules (CTLA-4, cytotoxic T
lymphocyte antigen 4) present on the lymphocyte surface. In addition, we studied the
expression of HLA-DR (MHC class IlI) and costimulatory molecules (CD80 + and
CD86 +), present in CD14 + monocytes. In general, our results showed that there
was an increase in CD4 + CD28 + T lymphocytes and a decrease in CD8 + CD28 +
in culture conditions, but with increased expression of the CTLA-4 molecule, where
the venom was present, indicating that this phenomenon is a consequence of venon
treatment, regardless of infection and association with Bz. In addition, venom also
increased the frequency of CD14 + CD80 + monocytes, as well as CD14 + HLA-DR

+ monocytes.
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The interactions between macrophages and lymphocytes are essential for the
targeting of an efficient immune response. Activation of T cells involves the coupling
of the T lymphocyte Receptor (TCR) to the MHC-peptide complex found on the
surface of Antigen-Presenting Cells (APCs), such as CD14 + monocytes, as well as
an appropriate co-stimulation system. One of the most important co-stimulation
pathways consists of the interaction between the CD28 molecule expressed in T cells
and the costimulatory molecules CD80 and CD86, present in the APCs. Thus, the
signals generated by these bonds promote the proliferation of T lymphocytes
(WANG; CHENG, 2004). When the CTLA-4 accessory molecule interacts with the co-
stimulatory molecules CD80 and CD86, there is an induction of negative signals that
inhibit the activation of T cells (WANG; CHEN 2004). While the CD86 + molecule is
constitutively distributed, that is, it has a more abundant expression on the surface of
the monocytes, the CD80 + molecule increases its expression when the cell
becomes activated by stimuli (LENSCHOW et al., 1994). The HLA-DR molecule is a
class Il histocompatibility complex (MHC 1) monocyte and macrophage receptor and
is responsible for the processing of endocytosed antigens (TURLEY et al., 2000).

Activated T cells (expressing HLA-DR) are predominant in chagasic cardiac
inflammatory lesions (REIS et al., 1993). Cells expressing HLA-DR are also more
frequent in the peripheral blood of chronic carriers of the disease. However, while
there is an increase in HLA-DR expression, there is an absence of CD28 expression
in T cells (MENEZES et al., 2004), spggesting a relationship between these cells and
the disease. A study by Souza et al. (2007) demonstrated a higher expression of
CTLA-4 + in T-lymphocytes of patients of the indeterminate form of the disease
spggesting that the parasite induces a modulation of the immune response in these
patients. In the study by Neves (2015), where an increase of CTLA-4 and a decrease
of CD28 + in CD4 + and CD8 + T-lymphocytes of co-culture obtained from PBMC
from chronic CD patients, infected with T. cruzi and treated in vitro with Bz, thus
suggesting a possible mechanism of escape of the immune system. In this way, we
believe that the venom induces the activation of CD14 + T monocytes, by increasing
the frequencies of CD14 + CD80 + and CD14 + HLA-DR + and CD4 + CD28 + T
lymphocytes. On the other hand, while the venom induced a cellular activation, it also
induced inhibitory mechanisms to modulate this activation by increasing the
frequency of the CTLA-4 molecule in CD4 + T lymphocytes.
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It is noteworthy that we did not observe studies aiming at the evaluation of
immunomodulation using crude venom of snakes to treat cells in vitro. Our study
showed the strong negative modulation of the cytokine production that the venom
induces in PBMC of T. cruzi infected humans. It is important to note that we observed
the cellular activation of CD14 + monocytes and CD4 + T lymphocytes, but also
inhibition, by the increase of CTLA-4 in T lymphocytes, which suggests a
demonstration of immunological homeostasis. Because it is a complex mixture of
bioactive substances, little is known about all the functions of these substances
present in the venom. We believe that purified isolates of the venom of B.
erythromelas from this snake are promising to induce a balanced response between
the Thl and Th2 profiles, being a perspective of our group.
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Supplementary figure - Quantification of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF and IFN-y in the

culture supernatant of peripheral blood mononuclear cells and presence of

benzonidazole and mononuclear cells and different concentrations of venom of B.
erythromelas in the time of 1 hour and 24 hours.
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APENDICE B - Formulario de Pesquisa

N&o Portadores da Doenca de Chagas

1.Nome:

Registro IAM: Data da
coleta:

Acompanhante do paciente/registro

IAM:

Local da coleta:

2. Sexo: (1) Feminino (2) Masculino

3. ldade: (1) De 18 a 29 anos
(2) De 30 a 39 anos
(3) De 40 a 59 anos
(4) A partir de 60 anos

4.Endereco:
Bairro: Municipio:
Estado:

Telefone: (__) Celular: (__)
5. Municipio de Nascimento:
Estado:

6. Epidemiologia:

Morou em casa de taipa? ()Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
Ja recebeu transfuséo sanguinea? ()Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
Conhece o barbeiro? () Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
A mée é portadora da doenca de Chagas? ( ) Sim ( ) Nao ( ) Nao sabe
Ja doou sangue? () Sim ( ) Nao
Quando/Onde?

7. Coletado para: ( ) Leyllane

() Virginia

( ) Kamila

() Michelle

8.Tipo de amostra: ( ) Soro ( ) Sangue ( ) Plasma

Responsavel pela coleta:

Médico Solicitante/CRM:
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APENCIDE C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Ndo Portador

da Doenca de Chagas

)

bl vin de ook

PROLCFLT
Vomyrag fo Gayenpidn. Gy g

Catinibivi e Posiayiiieti Sfuginn Wl huiis

TERMO DE COMIENTIMENTD LIVEE E ESCLARECIDO {TCLE)

Mo Poriador da doenca de Chanss

Comvidamos o (a) Sr (a) para panicipar da Pesguisa Avaliacio in vitro do
benzonidazel sobre células da resposta imune submetidas & infeccio com
Trypanosama eruzi, sob & responsabilidade da pesquisadora Virginia Lorena do

Cenfro de Pesguisas Agpeu Magalhdes, Fundagio Oswaldo Cruz, a oual
pretende analisar calulas do sangue danbe do parasdla causador da doenga de

Chagas (Trypancsoma cruzl) & do remédio usado para a doenga de Chagas
{Benzonidazel).

Sua parlicipagho & necessania, pois, como ndo porlador da doenga de
Chagas, o seu sangue serd uliizado como confrole negativo, farends uma
comparacio com O sangue de um packenb: gue & porlador da doenca. Sua
participagao & voluntiria @ se dard alraves de dois itens: (1) coleta de abé 9 {nave)
colheses de chd de sangue (45 mil) alravés de um lubo adaptade & uma agulha,
egléril & dastansvel. Esse pn:t.&ﬁ'mntn & FI-I'E“.H!EI'I'!H'I':E iganba de mseo, FIIHE odo
maberial Wilizade & descamtavel, porém, poderd causar dod ou mancha vesmelha
[Phernatorna). O sangue serd ulilizade para: oblencdo de soro (pane liguida) pasa
confirmacho da infecglo, parsa realizagio do cultive das células do sangue
guando em contalo com o parasiio & com o remédio com o objelive de: (i) werificar
producio de cilodnas e quimiocinas [substincias envolvidas no sisterna de
delesa conlra dnen;-.u], {i} analisar a presanca de marcadoras de B-IJFI’."I'THE
celular (gue identifica quais etllas sdo @ se houve auments ou diminucdo da
populagio de célubag), (i) desar a quantidade de dxido nilrico (gue também est
ervolvido na defesa conira s doengas). (2) Serad preenchide um formulario de
pesquisa, onde algumas pergunlas sobre seus habilos de vida serfo analisados.

Um pouco da amosira de sangue [meia colber (2,5ml) de sofe e meia
colber {2.5mL) de cillive de cblulas] serd guardada e armarenada a -20°C para
ulilizaghes em pesquisas Tuluras. Essas amostras serfio ulilizadas nas pesquisas
futuras com objetives de: realizar novos esludos que complementam os objalivos
aqui propostos a fim de fechar as “lacunas™ para enlender o impacto do
Benzonidazol na resposta imune; identificar a evolugio clinica do paciente para o
desenvolvimentlo de marcadores das formas clinicas crnicas da doenca de
Chagas [esludos de pregnistion]; buscer o desenvolvimentn de novas leenolgias
para apeeipoar o diagndslico da doanga de Chagas. Desla forma, s& no fulure,
sua amoslra armazenada Tor ulilizada para oulra pesquisa, poderemos enirar em
conlalo para preenchimento de outro TCLE. Informaghes sobre o andamento e
resullados das pesquisas podem ser lomecidas para o (a) S (a), quando desejar
alraves das formas de conlalo conoscd, disponibilizadas ab flinal desle
documeants.

Garantiremos a conflidencialidade das informagies prestadas, assim como
o amonimato de lodos gue parliciparem da pesguisa. Se oja) Sea) aceitar
parlicipar, eslard conbrbuindo para a pgeragio de conhecimenlo sobre o
tratamenlo com Benzonidazol e consegueniemenie para auxiliar a condula
médica refacionada so lralamenlo do paciente. Caso ofa) Sqa) ndo aceile
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parlicipar da pesguisa o atendimeno de seu farmiiar no ambulstdne conlinwans
aconlscendd nommalmen e,

Se depois de congentr em sus paticipachn o Sr {a) desistir de eontinuar
participando, lem o dirello & a liberdade de retiar seu corsentimento em quakquer
lage da pesquisa, seja anbes ou depois da colela dos dados, independente do
malive & sem nenhum prejuize a sua pessoa. O (a) Sr (a) ndo lerd nenhuma
-I}HPEH. & [ambém ndd eoeherd menhuma FEITII'I&I‘HI}H. 0= regullados da
pesquisl sero anaksados e publicades, mas sua ienlidade ndo serd divulgada,
sendo guardada em sigile. Para qualques outra informagie, o (a) S (a) poderd
enfrar em contato através do enderego Cenlro de Pesquisas Agoeu MagalhBes,
Fundagio Oswekdo Cruz, Campus da UFPE, Av. Moraes Rego, ain, pelo lelefone
(B1) 2101-2566, ou podera entrar em contaln com o Comité de Elica em Pesquisa
- CEPICPgAMFIOCRUZ, ielefone (81) 2101-2639.

Consenlimenio Pds-Inlonmadho

Eu, - Tui
inlormada sobre o Que o pesquisador quer Tazer e pofque predsa da minha
colaboragdo, & enlendi a explicacio. Por Bso, eu concorda em paricipar do
projelo, sabsndo que ndo vou ganhar nada & que posSo S&F quando quiser.

Eu aulorize a wliizagho dessas amosiras eslocadas: | ) com & necessidade de
um movo conlalo & assinalura de wm nova TCLE; (| ) dispenso a necessidade da
um novo contabe & assinabura de ur nove TCLE.

Esle documenin & emilido em duas vias que serfo ambas assinadas pos mam e
pelo pesquisader, ficando wma via com cada um de nds.
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Assinalura do participanie ou krpressio do dede polegar
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APENDICE D - Padronizacdes

Andlise do efeito do veneno de Bothrops erythromelas na viabilidade celular
de células mononucleares de sangue periférico através do ensaio por MTT

Antes de iniciarmos nossos ensaios, optamos por avaliar o efeito do veneno
de Bothrops erythromelas sobre células mononucleares de sangue periférico
humano. Para isso, realizamos ensaios de viabilidade por MTT utilizando sangue de
trés individuos voluntarios. As PBMCs (2x10° células/mL foram isoladas e
depositadas em placas de cultura de 96 pocos na presenca de 12 concentracdes do
veneno (100 — 0,04upg/mL) durante 24 horas. A concentracdo capaz de causar a
perda de viabilidade em 50% das células (CC50) foi estimada através de regressao
linear utilizando o software SPSS v.18. A CC50 determinada do veneno de Bothrops
erythromelas foi superior 21,91ug/mL. Portanto, até esta concentracdo do veneno

nao ha toxicidade para células mononucleares humanas.

Figura 1 — Viabilidade celular de PBMCs tratadas com veneno de Bothrops
erythromelas.
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Legenda: células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) foram incubadas com o veneno em
diferentes concentra¢des durante 24 horas e a viabilidade foi avaliada por MTT. Células incubadas
com meio RPMI ou PHA (10pg/mL) foram utilizadas como controle. Os resultados foram expressos
como média de intensidade de absorbancia + DP das células das amostras em triplicatas.
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Padronizacdo da cinética do tempo de cultivo x resposta e dose x resposta do
veneno de Bothrops erythromelas

Para estabelecer a otimizacdo do tempo de cultivo x resposta e dose x
resposta, detectamos os niveis das citocinas, através da técnica de Cytometric Bead
Array (CBA) para citocinas do perfil Thl e Th2 (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y)
no sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue periférico,
tripomastigotas Cepa Y em adicao de trés concentracdes ([1]=11ug/mL, [2]=22ug/mL
e [3]= 44ug/mL) do veneno de B. erythromelas.

Figura 2 — Quantificacdo de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y) no sobrenadante de cultura

de células mononucleares de sangue periférico, na presenca de formas tripomastigotas de T. cruzi
cepa Y em adicdo de diferentes concentracdes de veneno de Bothrops erythromelas.
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Legenda: C+T+[1] — Células, tripomastigotas e concentracdo de 1lug/mL de veneno de
B.erythromelas; C+T+[2] — Células, tripomastigotas e concentracdo de 22ug/mL de veneno de
B.erythromelas; C+T+[3] — Células, tripomastigotas e concentracdo de 44ug/mL de veneno de
B.erythromelas, nos tempos de 24 hora, 48 horas e 5 dias. (N=3).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com relacdo a deteccgédo de IL-2, na condigdo C+T+Concentragdo do veneno,
verificamos maiores niveis dessa citocina na condicdo C+T+[2] em comparacéo a
C+T+[1] e C+T+[3] no tempo de 24h. Nos tempos de 48h e 5 dias observamos uma

producédo basal dessa citocina (Figura 2A).

Ao avaliarmos a producéo de IL-4, na condicdo C+T+[Veneno] verificamos
maiores niveis dessa citocina na condicdo C+T+[2] em comparacdo a C+T+[1] e
C+T+[3] no tempo de 48h. No tempo de 5 dias observamos uma producéo de basal
da citocina. Entretanto, no tempo de 24h a producdo dessa citocina manteve-se

constante nas trés condigdes de cultivo (Figura 2B).

Quanto a producado de IL-6 no sobrenadante de cultura, observamos maior
deteccdo dessa citocina na condicdo C+T+[1] em relacdo aos grupos C+T+[2] e
C+T+[3] nos tempos de 24h e 48h. Verificamos niveis basais da IL-6 no tempo de 5
dias. Ao compararmos os tempos de cultivos, detectamos maior producéo de IL-6 no
tempo de 24h e 48h (Figura 2C).

Em 24 horas, a producdo de IL-10 foi maior na circunstancia C+T+[1] em
comparacao as outras condi¢cdes no tempo de 48h e 5d. Quando os trés tempos de
cultivo foram comparados, verificamos nas condi¢cdes C+T+[1], C+T+[2] e C+T+[3]
maior producéo de IL-10 no tempo de 24h comparado a producdo dessa citocina no
tempo de 48h e 5d (Figura 2D).

Em 24h, 44pg/mL de veneno de B. erythromelas induziram maior producgéo de
IFN-y. Em 48h, houve uma maior producédo de IFN-y na condicdo C+T+22ug/mL e
em 5 dias 0s niveis maximos dessa citocina apresentaram-se na condigao C+T+[1].
Contudo, o pico de producédo de IFN-y em sobrenadantes de cultura apresentaram

valores maximos em 24h, comparado com 48h e 5 dias (Figura 2F).

Com relacdo a produgdo de TNF, detectamos claramente um pico de
producdo da citocina no tempo de 24h em comparagdo com 0S outros tempos.
Ademais, detectamos maior producdo de TNF na situacdo C+T+[2] em comparacéo
as condicbes C+T+[1] e C+T+[2] no tempo de 24h. EM 48 horas o pico de producao
foi observado na condigdo C+T+[1] em comparacdo ao C+T+[2] e C+T+[3]. O tempo

de 5 dias observamos uma producéo basal desta citocina (Figura 2E).
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A partir da cinética tempo de cultivo x resposta e dose X resposta foi
estabelecido usar as concentragcdes 1lug/mL e 22ug/mL de veneno de B.
erythromelas na condigdo experimental C+T+concentragdo do veneno no tempo de
24 horas. Dessa maneira, estamos considerando o tempo e concentragcdo segura
para detectar niveis de producdo de citocinas em noss0s experimentos com 0

veneno e as PBMC.

Padronizacdo da cinética da concentracdo 6tima do veneno de Bothrops
erythromelas em associagdo com o Benzonidazol

Com relacdo a otimizacdo de concentracbes do veneno de Bothrops
erythromelas ([1] = 1 yg/mL, [2] = 22ug/mL e [3] = 44ug/mL) em associagcdo com o
Benzonidazol foi avaliado os niveis de citocinas do Perfil Thl e Th2 no sobrenadante
de cultura de células mononucleares do sangue periférico e formas tripomastigotas,
durante os tempos de 24 horas, 48 horas e 5 dias. Os resultados mostraram que, em
geral, houve uma producédo basal, a medida que aumentamos o tempo de cultivo
com a concentracdo de 44ug/mL do veneno de B. erythromelas, provavelmente,
induzindo por efeitos téxicos sobre as células (dados ndo mostrados). Portanto,
optamos por mostrar os dados apenas em 24 horas (Figura 3).
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Figura 3 — Quantificacdo de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF e IFN-y no
sobrenadante de cultura de células mononucleares de sangue periférico, na
presenca do Benzonidazol (1pug/mL) e formas tripomastigotas de T. cruzi cepa Y em
adicao de diferentes concentracfes de veneno de Bothrops erythromelas no tempo
de 24 horas.
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Legenda: C+BZ+[1] — Células, benzonidazol e concentragdo de 1lug/mL de veneno de

B.erythromelas; C+BZ+[2] — Células, benzonidazol e concentracdo de 22ug/mL de veneno de
B.erythromelas; C+BZ+[3] — Células, benzonidazol e concentracdo de 44pug/mL de veneno de
B.erythromelas no tempo de 24 horas; (N=3).

Fonte: Elaborado pela autora.
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Na condicdo experimental C+Bz+concentragdo de veneno, houve
semelhancas entre as expressdes de citocinas independente da concentracédo de
veneno utilizada para as citocinas IL-2, IL-4, IFN-y e TNF (Figuras 3A-D). Estes
dados, chamam atencg&o para citocinas IL-6 e IL-10 onde pode-se observar uma
diminuicdo da expressao dessas citocinas, a medida que aumenta a concentragéo

de veneno utilizada (Figura 3E, 3F).

Desta forma, as concentracbes de 11pg/mL e 22ug/mL do veneno foram
escolhidas, uma vez que, foi obtida com estas concentracdes niveis detectaveis de
citocinas nas condi¢des de cultivo analisadas, no tempo de até 24 horas. A partir
destas cinéticas, foi dado prosseguimento a inclusdo de individuos para realizagédo
de co-cultivo nas condicbes estabelecidas acima. Os sobrenadantes foram

estocados para dosagem de citocinas.
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ANEXO - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa/lAM

O
Titulo do Projeto: “Avakacio i vitro do benzonidazol sobre células da
resposta imune submetidas A infeccao com Trypanosoma crusl™.
Pesquisador responsével: Virginia Maria Barros de Lorena
Instituicio onde serd realizado o projeto: CPgAMFIOCRUZ
Data de apresentagio ao CEP: 10/09/12

Registro no CEP/ICPGAMFIOCRUZ: 26/12
Registro no CAAE: 07511612 2 00005180

PARECER N* 2672013

O Comité avalicu as modificacbes introduzidas e considera que 08
procadimentos metodologecos do Projeto em questio estio condizentes com a
conduta élica que deve norear pesquisas envolvendo seres humanos, de
acoedo com o Codigo de Etica. Resolugéo CNS 196/96, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser malizado em sua Gitima formatacio
apresentada a0 CEP e esto parecer temn validade até 05 de junho de 2016. Em
caso do necessidade de renovacho do Parecer, encaminhar relaténo e

atualizaglo do projeto
Recile, 05 de junho de 2013,
/ /
/' Coordetadora do CEPICPOAM
Observago:
Anexos

*  Onenaches 80 pasqusador Pars projetos sprovacos,;
*  Modelo de relatono anual com 1* prazo de entrega para 05/002014.
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