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RESUMO

Muitos estudos tém associado a resposta imune do hospedeiro ao Trypanosoma
cruzi com as diferentes manifestacdes clinicas da doenga de Chagas cronica.
Contudo, pouco se sabe sobre o papel das células T regulatérias CD4"CD25'FoxP3"
na infeccdo humana. Este trabalho teve como objetivo avaliar a resposta imune
especifica de individuos portadores da doenca de Chagas frente a CRA (Antigeno
Repetitivo Citoplasmético) e FRA (Antigeno Repetitivo Flagelar), relacionando a
presenca dos linfécitos T regulatérios com formas clinicas cronicas da doenca. A
populagdo do estudo foi selecionada no Ambulatério de Doengca de Chagas do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz/Universidade de Pernambuco, sendo
constituida por portadores das formas cardiaca severa (FCS) (n=11) e
indeterminada (FI)(n=20) da doenca e de individuos néo infectados (NI)(n=9).
Células mononucleares de sangue periférico, obtidas do sangue coletado dos
participantes, foram cultivadas na presenca de CRA e FRA. A presenca de linfocitos
Tregs foi avaliada através da técnica de citometria de fluxo. Portadores da Fl
apresentaram maiores niveis de células T CD4"'CD25" que os individuos com a FCS.
Também verificamos maior freqiiéncia da molécula CD25 em linfocitos T CD4" de
pacientes com a Fl. Nao verificamos diferenca na expressdo de FoxP3 e na
producdo de 1L10 por linfocitos T CD4'CD25" entre os grupos avaliados. Entretanto,
foi observada correlagdo positiva entre CD25 e IL10 no grupo de individuos
portadores da Fl, apds estimulo com FRA. Nossos achados sugerem que linfocitos T
CD4'CD25" estdo envolvidos no controle dos efeitos deletérios ocasionados pela
resposta imune do hospedeiro contra o T. cruzi. Contudo, 0 mecanismo de a¢do das
células T CD4'CD25'FoxP3", especificas ao CRA e ao FRA, principalmente quanto
a producéo de citocinas, deve ser avaliado na doenga de Chagas cronica.

Palavras chave: doenca de Chagas, células T regulatorias, antigenos
recombinantes
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ABSTRACT

Several studies have associated host immune response to Trypanosoma cruzi with
different clinical manifestations of chronic Chagas’ disease. However, little is known
about the role of CD4"CD25FoxP3" regulatory T cells in human infection. This study
aimed to evaluate the specific immune response in individuals with Chagas disease
against CRA (Cytoplasmic Repetitive Antigen) and FRA (Flagellar Repetitive
Antigen), relating the presence of regulatory T lymphocytes with clinical forms of
chronic disease. The study population was selected in Chagas Disease Unit of the
Oswaldo Cruz University Hospital/University of Pernambuco, constituted by patients
with severe heart form (FCS) (N=11), indeterminate form (FI)(n=20) and uninfected
individuals (NI)(n=9). Peripheral blood mononuclear cells, obtained from participants
blood, are cultivated with CRA e FRA. Presence of regulatory T lymphocytes was
measured by flow cytometry. Patients with FI showed highest level of CD4"'CD25" T
cells that FCS individuals. We also found a higher frequency of CD25 molecule on
CD4" T cells of patients with FI. There was no difference in FoxP3 expression and
IL10 production by CD4'CD25" T lymphocytes among groups. However, was
observed a positive correlation between CD25 and IL10 in FI group, after stimulation
with FRA. Our findings suggest that CD4'CD25" T lymphocytes are involved in
control of deleterious effects occasioned by host immune response against T. cruzi.
Nevertheless, the action mechanism of CD4'CD25'FoxP3" T cells, specific to CRA
and FRA, especially regarding cytokine production, should be evaluated in chronic
Chagas' disease.

Keywords: Chagas disease, regulatory T cells, recombinant antigens.
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1 INTRODUCAO

O médico Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, em 1908 no municipio de
Lassance (Minas Gerais), teve seu primeiro contato com o inseto hematéfago vetor
do Trypanosoma cruzi, protozodrio causador da doenca de Chagas. A partir de
entdo o pesquisador conduziu trabalhos que permitiram a descricdo de detalhes do
ciclo de transmissdo e as manifestagfes clinicas do primeiro caso humano, tornando
um relato dnico na histéria da medicina (COUTINHO; DIAS, 1999; RASSI JR;
RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O ciclo de vida do T. cruzi envolve obrigatoriamente sua passagem por
hospedeiros vertebrados (mamiferos, incluindo o homem) e invertebrados (vetores
hemato6fagos pertencentes a familia Triatominae). Contudo, outros mecanismos ndo-
vetoriais estdo envolvidos na transmissdo da doenca de Chagas. Dentre estes, as
transmissdes por transfusdo de 6rgdos e hemoderivados, congénita, oral, por
aleitamento materno e acidentes laboratoriais (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE PUBLICA, 2002).

Com o objetivo de atuar frente & disseminacdo da doenca de Chagas, na
década de 1990 foi implantada a “A¢éo para eliminar o Triatoma infestans” pelos
paises do Cone Sul (SCHOFIELD; DIAS, 1999). Isto veio reforcar as acdes para
controle da transmissdo desta enfermidade j& existentes no Brasil desde 1975
(DIAS, 1987). Como consequéncia, em 2006, a Organizacdo Pan-Americana de
Saude/Organizacdo Mundial de Saude considerou o Brasil livre da transmissdo da
doenca de Chagas através de seu principal vetor (T. infestans) e por transfusdo de
sangue e seus derivados (DIAS, 2006). No entanto, a presenca de espécies
consideradas vetores secundarios como Triatoma sordida, Triatoma brasiliensis e
Panstrogylus megistus (OLIVEIRA FILHO, 1999), aliada a outras formas de
transmissdo (COURA et al., 2002; GONTIJO et al.,, 2009; PINTO et al., 2008),
subsidiam a manutencdo da doenca de Chagas como problema mundial de saude
publica no Brasil e no mundo.

Mundialmente, esta endemia se encontra circunscrita do sul dos Estados
Unidos ao sul da Argentina e Chile, apresenta de 15-16 milhfes de infectados na
América Latina, com cerca de 75-90 milh6es de pessoas expostas a infeccao

(COURA; DIAS, 2009). Entretanto, tem-se evidenciado o aumento no numero de
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infectados em muitas partes da Europa e do oeste do Pacifico, ressaltando a
expansdo da doencga para paises ndo endémicos em virtude dos movimentos
migratérios (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; SCHMUNIS, 2007).

No Brasil, foram estimados cerca de dois milhdes de individuos infectados em
2005, dado comparavel ao total de casos estimados para toda a América Central no
mesmo periodo (SCHMUNIS, 2007). Em levantamento realizado acerca do perfil de
doadores de sangue no Hemocentro de Pernambuco (HEMOPE), no periodo de
2002 a 2007, foi verificada prevaléncia de 0,17% para a doenga de Chagas (MELO
et al, 2009). Gontijo et al. (2009) ao realizarem inquérito sorolégico em 63.673
neonatos do Programa de Triagem Neonatal de Minas Gerais, no periodo de 2005 a
2006, obtiveram prevaléncia para doenca em puérperas de 0,5%, sendo o risco de
transmissédo vertical de 0,2% e a incidéncia congénita de 1,6/100.000 nascidos
vivos. Aliados a tais dados, relatos de infeccédo oral em vérias localidades do Brasil
demonstram que, mesmo com o0 sucesso das medidas de controle aos vetores e aos
hemoderivados implantadas no pais, outras formas de transmisséo tém permitido a
circulacdo do T. cruzi (SHIKANAI-YASUDA et al.,, 1991; STEINDEL et al., 2008;
VALENTE et al., 1999).

1.1 Aspectos clinicos da doenca de Chagas

Os portadores da doenca de Chagas apresentam duas fases clinicas
caracteristicas. A fase aguda tem duracdo de dois a quatro meses, com elevado
namero de parasitas na corrente sanguinea e nos tecidos do hospedeiro (RASSI et
al.,, 1992). A infeccdo aguda é acompanhada de ativagdo excessiva do sistema
imune, com elevacdo dos niveis plasméaticos de citocinas e intensa ativagdo de
linfécitos B e T (JUNQUEIRA et al., 2010). Os pacientes nesta fase da infeccéo
podem ou ndo apresentar sintomas, que variam de febre e edema a linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia, com miocardite e meningoencefalite em casos mais graves
(COURA, 2007; JUNQUEIRA et al., 2010).

Cerca de dois a quatro meses apdés o término da fase aguda inicia-se a fase
cronica da doenga, caracterizada pela presenga do parasita nos tecidos, reducéo da

parasitemia e elevagéo de anticorpos anti-T. cruzi circulantes. No comego desta fase
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a infeccdo € geralmente assintomatica. Contudo, com a evolu¢do da doenca de
Chagas, o curso clinico dos portadores varia da auséncia de sintomas (forma
indeterminada — FI) a doenga grave com envolvimento cardiovascular (forma
cardiaca - FC) e/ou digestivo (forma digestiva - FD). Cerca de 50-60% dos pacientes
apresentam a Fl da doenca, 20-30% desenvolvem a FC e 8-10% apresentam
alteragcbes anatdmicas e funcionais de es6fago e colon, caracteristicas da FD. Uma
minoria dos infectados pelo T. cruzi pode demonstrar FC e FD simultaneamente
(forma mista) ou acometimento do sistema nervoso (forma nervosa) (DIAS, 1989;
RASSI; RASSI JR; MARIN-NETO, 2010).

Os pacientes com a Fl sdo caracterizados pela presenca de anticorpos anti-T.
cruzi da classe IgG detectados por métodos soroldgicos, eletrocardiograma e
exames radiolégicos do térax, esd6fago e colon normais. J& os portadores das formas
crbnicas sintométicas, além da soropositividade ao T. cruzi, demonstram alteracdo
em um ou mais desses exames (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE PUBLICA,
2002).

A FC inclui amplo espectro de manifestacbes, que vdo da presenca de
anormalidades silenciosas, até formas graves, como a insuficiéncia cardiaca
refrataria ou a morte subita. A cardiopatia chagésica cronica € a principal
responsavel pela elevada morbidade-mortalidade da doengca. Sendo assim, a
presenca de alteracdes eletrocardiograficas constitui elemento fundamental na
caracterizacdo de comprometimento cardiaco significativo na doenca (BRASIL,
2005).

Na FD da doenca, infiltracdo linfocitica focal e degeneragdo neuronal com
desnervacdo sdo caracteristicas no megaesdfago e no megacolon (COURA;
BORGES-PEREIRA, 2010). Pacientes soropositivos para a doenga de Chagas que
apresentam queixas clinicas relacionadas ao trato gastrointestinal demonstram
fortes indicios de acometimento digestivo. A confirmacdo ocorre através de
alteracdes reveladas no raio X do esdfago e do colén, na endoscopia, no enemo
opaco ou na colonoscopia. O megaes6fago causa disfagia combinada com dor
epigéastrica, regurgitacdo, ptialismo e desnutricio em casos mais severos. Por sua
vez, o megacolon afeta o segmento sigmoéide, reto ou colon descendente, ou a
combinagdo, e produz prolongada constipagdo, distensdo abdominal e
ocasionalmente obstrugdo do intestino grosso (BRASIL, 2005; RASSI JR; RASSI;
MARIN-NETO, 2010).
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1.2 Mecanismos determinantes no desenvolvimento dos quadros clinicos na

doenca de Chagas: a resposta imune do hospedeiro

Os mecanismos relacionados ao estabelecimento da variedade de quadros
clinicos desenvolvida na fase crénica da doenca de Chagas s&o multifatoriais,
envolvendo aspectos ligados tanto ao parasita quanto ao hospedeiro (DUTRA,;
ROCHA,; TEIXEIRA, 2005). Trabalhos demonstrando o polimorfismo do T. cruzi
(BUSCAGLIA; DI NOIA, 2003), bem como as distintas populagbes genéticas do
parasita (VAGO et al.,, 2000), sugerem que a evolugdo clinica dos portadores
cronicos seja influenciada pelo protozoéario. Contudo, o isolamento de parasitas
geneticamente semelhantes em individuos portadores das distintas formas clinicas
(MACEDO et al., 2004; VAGO et al., 2000) associado a trabalhos que demonstram o
papel da resposta imunolégica na evolugcdo da infecgdo, sdo indicios de que o T.
cruzi ndo seja o principal fator desencadeador do dano tecidual (DUTRA et al., 1994,
BARROS-MAZON et al., 2004; GOMES et al., 2003).

A teoria imune afirma que individuos com a Fl sdo capazes de reduzir o
ndmero de parasitas na fase inicial da infeccdo, modulando a resposta imune e
limitando assim o desenvolvimento de patologia. Por outro lado, o sistema
imunolégico dos portadores crénicos que ndo conseguem manter de forma eficiente
0S mecanismos imunoregulatorios, mesmo sendo capazes de controlar a
parasitemia, permite 0 estabelecimento de inflamacdo persistente com
desenvolvimento de quadro clinico sintomético (DUTRA; GOLLOB, 2008). O suporte
a este conceito € a elevada frequéncia de células T ativadas encontrada em
individuos com as formas indeterminada e cardiaca (DUTRA et al., 1994),
evidenciando assim a importancia na investigacdo das populacdes celulares, e
conseguentemente de seus produtos, no intuito de melhor compreender a gama de
manifestacdes apresentadas na fase cronica.

Diversos fatores imunoldgicos tém sido descritos como importantes no
desenvolvimento das formas clinicas graves da doenca de Chagas. Experimentos
utilizando amostras humanas constataram uma resposta imune citotoxica entre 0s
individuos crénicos sintomaticos, com producdo de células T CD8" e citocinas
inflamatérias, como o TNF-a e IFN-y (CARDOSO et al., 2006; MENEZES et al,

2004). Além disso, os elevados niveis de IFN-y foram correlacionados com o nivel de
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severidade do envolvimento cardiaco, sugerindo que esta citocina poderia estar
envolvida com a evolucdo para a FC (GOMES et al., 2003; LORENA et al., 2010).
Por sua vez, a alta freqiiéncia de linfécitos T CD4" e de IL10, citocina
antiinflamatéria, em portadores da Fl evidencia um ambiente imunoldgico regulatério
(BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998, CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al.,
2003; MENEZES et al., 2004).

1.3 Imunorregulagéo na doenca de Chagas: linfocitos T regulatorios

Na tentativa de compreender os mecanismos envolvidos nha resposta
imunolégica do hospedeiro as doencgas, uma linhagem especifica de células T vem
sendo estudada, os linfocitos T regulatorios (regs) CD4'CD25'FoxP3". Trata-se de
uma subpopulacgéo de linfécitos T CD4" que expressam constitutivamente a cadeia a
do receptor de IL-2 (CD25) (SAKAGUCHI et al.,, 1995). Esta populagdo celular
representa de 2 a 10% de células T CD4", sendo normalmente procedentes do timo
(SAKAGUCHI, 2004). Aliada a essa geracdo timica, células T periféricas podem
converter-se nestes linfocitos in vivo apds estimulagdo antigénica crbnica ou em
condi¢des de linfopenia. Para isso, adquirem a expressdo do forhead transcription
factor 3 (FoxP3) (APOSTOLOU; VON BOEHMER, 2004; CUROTTO DE LAFAILLE
et al., 2004; WALKER et al., 2003). O gene regulador FoxP3, expresso
especificamente pelas células Tregs CD4'CD25", controla o desenvolvimento e
funcéo destes linfocitos (FONTENOT,; GAVIN; RUDENSKY, 2003). Mutacdes neste
gene levam a deficiéncia ou ma funcdo destas células, tendo como consequéncia o
desenvolvimento de patologias autoimunes e/ou desordens inflamatorias (ZIEGLER,
2006).

Os linfécitos Tregs CD4'CD25'FoxP3" modulam a resposta imune a
antigenos proprios, tumorais e exdégenos, assim como agentes infecciosos através
da supressdo da producdo e proliferacdo de IFN-y por células T CD4" e CDS§",
regulacdo da ativacdo e acdo citolitica das células CD8", além de modulagdo da
resposta imune humoral (KOTNER; TARLETON, 2007). Suprimindo o efeito

potencialmente patoldgico das células T efetoras durante a infeccdo, estas células
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Tregs limitam o dano tecidual originado pela resposta imune exacerbada (BELKAID;
ROUSE, 2005).

Poucos estudos tém mostrado o papel destas células na doenca de Chagas
humana. Avaliando amostras de sangue periférico de portadores da doenca através
da citometria de fluxo, Vitelli-Avelar et al. (2005) observaram maior freqiéncia de
células Tregs CD4'CD25"" na FI em comparagéo com individuos FC, FD e nao-
infectados. O valor de células Tregs CD4'CD25"¢" observado na FI foi
significativamente maior em comparacéo a FC em criangas portadoras da doenga de
Chagas (VITELLI-AVELLAR et al., 2006). Araujo et al. (2007) também verificaram
por citometria de fluxo que estes linfécitos apresentavam-se em maior porcentagem
entre os individuos da FI quando comparados aos da FC e néo-infectados apés
estimulo in vitro das amostras de sangue total com antigenos de epimastigota. Tais
achados sugerem que a presenca de linfocitos CD4"CD25" na doenca de Chagas
estaria associada ao controle dos danos teciduais causados pela resposta imune,
evitando assim o desenvolvimento de quadro clinico crénico sintomatico.

Kotner e Tarleton (2007), ndo detectaram diferenca na resposta das células T
CD8" entre camundongos infectados cronicamente pelo T. cruzi apés deplec¢éo de
células Tregs e os animais controles. Também n&o foi verificada expressdo de
FoxP3 nos linfécitos oriundos de tecidos musculares e do baco desses
camundongos infectados, demonstrando que possivelmente a regulacdo das células
T CD8" ndo seja o principal mecanismo de atuacdo das Tregs na infeccdo em
camundongos. Além disso, ainda ndo se encontra comprovado o mecanismo de
acdo destas células na infeccdo chagésica humana, podendo estas apresentarem

formas distintas de atuacéo.

1.4 Antigenos recombinantes do  T. cruzi: CRA e FRA

As divergéncias encontradas na literatura acerca dos padrdoes de resposta
imune na doenca de Chagas podem estar relacionadas ao emprego de preparacdes
antigénicas sollveis do parasita. Por serem misturas complexas de antigenos de T.

cruzi, estas preparagbes ndo permitem a deteccdo de uma resposta imune
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especifica. Diante disso, vem sendo dada grande importancia a utilizagdo de
antigenos recombinantes especificos do parasito (LORCA et al., 1992).

Recentemente 0 nosso grupo tem avaliado o emprego de antigenos
recombinantes na investigacdo de marcadores imunolégicos de evolugdo das formas
clinicas da doenca de Chagas. Estes antigenos, CRA (Cytoplasmic Repetitive
Antigen ou antigeno citoplasmético repetitivo) e FRA (Flagellar Repetitive Antigen ou
antigeno flagelar repetitivo) (KRIEGER et al., 1992; LAFAILLE et al., 1989), quando
avaliados no diagndstico da infeccdo pelo T. cruzi (GADELHA et al., 2003;
GOLDENBERG, 1991; GOMES et al, 2001; KRIEGER et al, 1992), no
acompanhamento apds o tratamento etiolégico (SILVA et al., 2002) e em estudos
acerca da resposta celular e humoral na doenca de Chagas em camundongos
(PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2005) e humanos
(LORENA et al.,, 2008; LORENA et al.,, 2010; VASCONCELOS et al.,, 2010;
VERCOSA et al., 2007), demonstraram relevantes resultados.

Vergosa et al. (2007) avaliaram o perfil isotipico das Imunoglobulinas G em
portadores crbnicos da doengca de Chagas frente a CRA e FRA utilizando a
metodologia de Enzyme Linked Immunesorbent Assay (ELISA) indireto. O trabalho
permitiu a diferenciagdo entre os portadores das FC e Fl da doenga de Chagas
atraves do isotipo 1gG2 anti-FRA, que apos estudo de seguimento dos portadores da
FI poderia ser considerado um marcador de evolucdo da doenga de Chagas .

Investigagdo acerca da produgdo de citocinas no sobrenadante de células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) estimuladas com CRA e FRA
demonstrou que apenas o CRA foi capaz de induzir a secre¢cdo de TNF-a e IFN-y
por individuos chagasicos quando comparados aos individuos ndo chagasicos.
Nenhuma diferenga significativa foi observada entre os individuos portadores da FC
e da FI da doenca (LORENA et al., 2008).

Em estudo utilizando sangue total de pacientes chagésicos cronicos, Lorena
et al. (2010) verificaram, apds estimulo com CRA, que os linfécitos TCD8" de
individuos portadores da FC severa (cardiomiopatia dilatada) apresentaram maiores
niveis de CD8'/TNF-a* e CD8"/INF-y" que os portadores da FC leve e da Fl. Tais
achados indicam a acdo destas citocinas inflamatérias na gravidade do dano
tecidual, podendo funcionar como marcadores bioldgicos de evolugéo da doenca de
Chagas, ap6s acompanhamento dos individuos portadores da Fl. A producdo de

IL10 por linfécitos TCD4", presente apenas em portadores da FI da doenca apds
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estimulo com CRA, sugeriu que esta citocina poderia estar ligada a manutencéo do
estado assintomatico destes pacientes.

Vasconcelos et al. (2010), investigando a presenca de IgA especifica para
CRA e FRA verificaram que pacientes da FD apresentaram maiores niveis desta
imunoglobulina que os individuos com FC e FI, sendo sua detec¢cdo uma potencial
ferramenta para o acompanhamento destes pacientes, apds realizacdo de estudo de
seguimento dos portadores da doencga de Chagas.

Desse modo, descricdes relacionadas ao papel do sistema imunol6gico na
doenca de Chagas, que utilizem antigenos recombinantes, demonstram ser de
fundamental importancia para o0 esclarecimento dos mecanismos de
desenvolvimento da doenca por permitirem determinar a relagdo entre padrbes

celulares e as diferentes formas clinicas apresentadas pelos pacientes.
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2 JUSTIFICATIVA

A dificuldade em identificar a doenca de Chagas na fase aguda faz com que
muitos individuos apenas sejam diagnosticados quando a fase cronica da doenga se
encontra instalada, o que impossibilita 0 emprego do Benzonidazol, ja que na fase
cronica o T. cruzi encontra-se menos susceptivel ao tratamento etioldgico. Aliado a
isso, portadores da FI da doengca de Chagas, mesmo nao apresentando
manifestagcbes clinicas, sdo estigmatizados e ditos incapazes, erroneamente, de
exercerem suas fungdes no trabalho e atividades diarias. Neste caso, a deteccao da
infeccdo pelo T. cruzi resulta na recusa destes pacientes durante o processo de
admissao ao emprego, 0 que gera um problema psico-social.

Diante disto, pesquisas que venham a estabelecer condutas para melhoria da
qualidade de vida dos portadores crénicos da doenca de Chagas tornam-se cada
vez mais necessarios, sendo recomendados pelo Consenso Brasileiro em Doenga
de Chagas (BRASIL, 2005) e pelo Programa Integrado em Doenca de Chagas
(PIDC/Fiocruz), do qual nosso grupo € participante ativo.

Estudos que avaliem os padrdes celulares e as citocinas produzidas nas
diferentes formas clinicas da doenca de Chagas s&do de fundamental importancia
para que se possam compreender os mecanismos de desenvolvimento da patologia
chagasica. A definicdo dos padrdes celulares envolvidos no desenvolvimento clinico
desta patologia ira permitir o estabelecimento de novos métodos progndsticos
aliados a novas terapéuticas, possibilitando aos portadores da doenca de Chagas
direitos trabalhistas frente as empresas e ao INSS.

Considerando a importancia atribuida por Vitelli-Avelar et al. (2005, 2006) e
Araujo et al. (2007) aos linfécitos T CD4°CD25" no controle do dano tecidual na FI da
doenca, e o potencial valor prognéstico dos antigenos recombinantes CRA e FRA
demonstrado por nosso grupo de pesquisa, nos propomos a avaliar a resposta
imune especifica de individuos portadores da doenca de Chagas frente a CRA e
FRA, relacionando a presenca dos linfécitos Tregs CD4'CD25'FoxP3" com formas

clinicas crénicas da doenca.
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3 HIPOTESE

Individuos portadores da FI da doenca de Chagas apresentardo maiores
niveis de linfécitos T regulatérios CD4"CD25'FoxP3* ap06s estimulo com CRA e
FRA.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Avaliar a populacéo de células T regulatérias CD4"'CD25'FoxP3* em pacientes

portadores de formas clinicas crénicas da doenca de Chagas apds estimulo in vitro

com antigenos recombinantes CRA ou FRA de T. cruzi, relacionando tais padrées

com o desenvolvimento da patologia clinica.

4.2 Objetivos especificos

a)

b)

d)

Caracterizar as populacdes de células T CD4'CD25" e CD4'CD25"FoxP3""
presentes em PBMC obtido de portadores cronicos da doenga de Chagas, apés

estimulo in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA;

Relacionar o perfil da citocina IL10 produzida por células T CD4'CD25", apds

estimulo in vitro com os antigenos recombinantes CRA e FRA;

Comparar a capacidade de induzir a resposta de linfécitos T CD4'CD25" e
CD4'CD25"FoxP3""regulatérios e producdo da citocina IL10 dos antigenos
recombinantes CRA e FRA,

Avaliar a freqiiéncia de linfécitos T CD4'CD25*, CD4'CD25'FoxP3"" e
CD4'CD25°IL10" entre os portadores das diferentes formas clinicas da doenca

de Chagas;

Correlacionar as moléculas CD25, FoxP3 e IL10 de linfocitos T CD4" apds
estimulo com CRA e FRA.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Populagéo do estudo

A selecdo do grupo de portadores da doenca de Chagas foi realizada no
Ambulatério de Doenca de Chagas do Hospital Universitario Osvaldo Cruz (HUOC),
da Universidade de Pernambuco (UPE). Os pacientes foram selecionados através
de trés critérios:

1. Sorologia reagente para a infecgdo chagasica através da realizagéo de

dois ELISAs com preparacfes antigénicas diferentes ou dois testes com

principios metodologicos diferentes (ELISA e/ou hemaglutinagdo indireta e/ou
imunofluorescéncia indireta) (dados obtidos no prontuario médico);

2. Exames clinicos para a caracterizagdo das formas clinicas

(eletrocardiograma, ecocardiograma, raios-X de torax e de esb6fago e enema

opaco quando necessario);

3. N&o ter sido submetido ao tratamento etiolégico.

Para caracterizar os pacientes quanto ao seu estado clinico, consultamos os
médicos colaboradores deste projeto, sendo estes profissionais também
responsaveis pelo acompanhamento e tratamento dos portadores da doencga de
Chagas. Foram selecionados individuos portadores da forma cardiaca severa (FCS)
(n=11) e da forma indeterminada (FI) (n=20).

Os pacientes portadores de acometimento cardiaco foram classificados como
FCS quando apresentaram alteracdo no ecocardiograma com fragcdo de ejecdo
inferior a 40%, eletrocardiograma e/ou raio-X de toérax também alterados, auséncia
de dilatacdo do esbdfago e de queixas digestivas (engasgos e constipagdo). Os
portadores da doenca de Chagas classificados como Fl apresentaram-se
assintomaticos na anamnese médica, com exames clinicos dentro da normalidade.

Um grupo de nove individuos voluntarios néo infectados (NI) foi composto
para comparacdo com os portadores da doenca de Chagas com o preenchimento de
trés critérios:

1. Ter habitado em area endémica para a doenca de Chagas;
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2. Nunca ter recebido transfusdo de sangue;
3. Ter apresentado testes sorolégicos ndo reagentes para a doenca de
Chagas.

5.2 Coleta de sangue

Para os ensaios de padronizacéo da cinética tempo de cultivo versus resposta
cerca de 45mL de sangue foram coletados em tubos a vacuo contendo heparina
sodica (Vacuette), sendo o volume utilizado nos procedimentos pés-padronizagéo de
15mL. Cinco mililitros de sangue foram coletados em tubo seco (Vacuette) para
obtencdo de soro para realizacdo dos testes sorologicos. O soro obtido apds a
coagulagdo e centrifugacdo (900 x g/ 10 minutos a temperatura ambiente) das
amostras foi aliquotado, identificado e armazenado a temperatura de -20°C na

Soroteca de doenca de Chagas/Laboratoério de Imunoparasitologia/CPgAM-Fiocruz.

5.3 Sorologia para infecgéo pelo  T. cruzi

Foram utilizados dois testes imunoenziméticos para a confirmagdo da
infeccdo chagéasica. Um constituido por mistura de antigenos do T. cruzi adsorvidos
a placa de microtitulacdo (Chagas test ELISA Ill) proveniente de Bioschile Ingenieria
Genetica S.A. O outro utiliza antigenos recombinantes adsorvidos a placa de
microtitulagdo (Imuno-ELISA Chagas) proveniente de Wama Diagnostica. Os
resultados foram interpretados como reagentes quando ambos o0s testes
apresentaram reatividade, e ndo-reagentes quando ambos nao apresentaram
reatividade (BRASIL, 2005).
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5.4 Antigenos recombinantes — CRA e FRA

Os antigenos recombinantes CRA e FRA, obtidos como descrito por Krieger
et al. (1992), foram preparados no Departamento de Reativos para Diagndstico de
Bio-Manguinhos e enviados para o Laboratério de Imunoparasitologia do
CPgAM/Fiocruz. Os perfis protéicos dos lotes foram analisados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(LAEMMILI, 1970) e coloracdo pelo corante para proteinas Comassie Blue.
Contaminag@o por proteinas bacterianas foi verificada através da coloracdo pela
prata (MORRISSEY, 1981). Verificamos que os lotes dos antigenos CRA e FRA
utiizados no trabalho apresentaram boa conservacdo, ndo sendo verificada

contaminagdo por outras proteinas.

5.5 Isolamento de Células Mononucleares de Sangue P eriférico (PBMC)

No fluxo laminar, ao sangue heparinizado foi adicionado, na proporgao de 1:1,
meio RPMI 1640 (Sigma) acrescido de solucdo de Penicilina/ Estreptomicina a 1%
(Sigma). Esta mistura foi entdo adicionada ao Ficoll-Paque (GE Healthcare)
(proporgcéo de 1:1) para obtencdo do anel de PBMC através de gradiente de
densidade ap6s centrifugacéo (900 x g/ 30 min a 20°C). As células foram submetidas
a duas lavagens com meio RPMI 1640 (proporcéo de 1:2), através de centrifugacdes
(400 x g/ 10 min a 20C). Apos ultima centrifugacdo o pellet de PBMC foi entdo
ressuspenso em meio RPMI 1640 suplementado (RPMI 1640, Solucéo de Penicilina/
Estreptomicina a 1%, soro bovino fetal a 10% - SIGMA), com as células sendo
contadas em camara de Neubauer (Loptik Labor) utilizando o corante Azul de

Trypan (Sigma) (diluicdo 1:10).
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5.6 Cultura celular

As culturas celulares foram realizadas em tubos de polipropileno de 14mL (BD
Systems) contendo meio RPMI 1640 suplementado, tendo volume final de 2mL.
Para cada amostra foi realizado cultivo de 1 x 10° células/mL, sendo estimuladas
separadamente com Fitohemaglutinina (PHA) (GIBCO ™/ Invitrogen Corporation)
(5pg/mL) como controle positivo, CRA e FRA (2ug/mL), além de uma cultura sem
estimulo (controle negativo). Os tubos foram incubados em estufa a 37°C com 5%
CO,. Para padronizagdo da cinética tempo de cultivo versus resposta foram
utilizadas amostras provenientes de 11 pacientes (FCS=5/FI=6) portadores da
doenca de Chagas para avaliacdo dos tempos de um, trés e cinco dias de cultura,

sendo escolhido para a execucao do trabalho o tempo de trés dias de cultivo.

5.7 Marcacéo de superficie e citocinas intracitopla  sméticas

Nas quatro horas que antecederam o término do tempo de cultivo foi
adicionada em cada cultura 20uL de Brefeldina A (Sigma) (10upg/ml). A utilizagéo
desta substancia assegura a retencdo da citocina no interior celular, uma vez que
interfere no transito de secrecdo de proteinas, mantendo-as no interior do Complexo
de Golgi (HUDSON; GRILLO, 1991). Ao final do tempo de proliferacdo celular,
220uL de EDTA 20mM (Sigma) foram adicionados as culturas, com incubacgéo de 15
minutos. As células foram entéo transferidas para tubos de poliestireno de 5mL (BD
Systems) devidamente identificados, sofrendo lavagem com PBS-Wash (PBS
contendo albumina sérica bovina a 0,5% - Sigma; azida sédica a 0,1% / Sigma) e
centrifugacao (300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente). O sobrenadante foi
descartado, sendo adicionada a marcagdo de superficie celular (anti-CD4-
FITC/Caltag; anti-CD25-APC/Invitrogen), com posterior incubag&o por 30 minutos ao
abrigo da luz. Com o término desta etapa, as células foram lavadas com PBS-Wash,
centrifugadas (300 x g por 5 minutos a temperatura ambiente), com subsequente
descarte do sobrenadante. Para fixagdo, as células foram tratadas com Tamp&o
Human FoxP3 A 1X (Human FoxP3 Buffer Set - BD Biosciences®) por 10 minutos.
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As etapas seguintes consistiram em lavagem com PBS-Wash, centrifugagéo (300 x
g por 5 minutos a temperatura ambiente) e remocdo do sobrenadante. Para
permeabilizagéo, foi adicionado Tampao FoxP3 C (Human FoxP3 Buffer Set - BD
Biosciences®), com incubagdo de 30 minutos ao abrigo da luz. A amostra sofreu
entdo nova lavagem com PBS-Wash, sendo entdo adicionados os anticorpos para
marcagao intracelular (anti-FoxP3-PE/ BD Pharmingen; anti-IL10-PE/Caltag). Ao final
dos 30 minutos de incubacdo, foram realizadas novas etapas de lavagem,
centrifugacdo (300 x g por 5 minutos & temperatura ambiente) e descarte do
sobrenadante, sendo o procedimento finalizado com a fixacdo das células com
200pL de BD Cytofix" (BD Biosciences®). Os tubos foram estocados na geladeira a

4T até o momento da leitura no citbmetro de fluxo.

5.8 Citometria de Fluxo

A aquisicdo e analise das amostras foi realizada na Plataforma Tecnoldgica
de Citometria de Fluxo, localizada no Nuacleo de Plataformas Tecnolégicas
(NPT)/CPgAM/Fiocruz. Através da citbmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickson
Immunocytometry Systems) 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). Estas caracteristicas sao detectadas
utilizando-se um sistema optico-eletrénico que avalia a dispersdo do raio laser
incidente sobre uma célula e a emissdo de fluorescéncia, dada pelos diferentes
fluorocromos, em diferentes comprimentos de onda. A analise dos dados adquiridos
foi realizada no software CellQuestPro acoplado ao computador.

As aquisicdes e andlises no citdbmetro de fluxo obedeceram as Normas de
Boas Praticas de Laboratério instituidas no CPgAM/Fiocruz pelo Programa de

Desenvolvimento Tecnoldgico em Insumos para a Saude (PDTIS/ Fiocruz).
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5.8.1 Aquisicao e andlise dos linfocitos

A populacao de linfécitos foi selecionada através de dot plot FSC versus SSC,
sendo adquiridos 30.000 eventos dentro da janela R1. Apés a selecdo da janela de
interesse (R1), os linfocitos T CD4" e T CD25", bem como a citocina IL10 e o fator
de transcricdo FoxP3 foram analisados pela obteng&o de gréficos bidimensionais de
distribuicdo pontual de fluorescéncia. Tais graficos possibilitaram estabelecer as
modalidades FL1 (CD4-FITC) versus FL2 (FoxP3-PE ou IL10-PE), FL1 (CD4-FITC)
versus FL4 (CD25-APC) e FL2 (FoxP3-PE ou IL10-PE) versus FL4 (CD25-APC)
(Figura 1).
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Figura 1. Aquisi¢éo e analise dos linfocitos.

Legenda: (A) FSC versus SSC; (B) CD4(FL1) versus CD25(FL4); (C) CD4(FL1)
versus IL10(FL2); (D) CD4(FL1) versus FoxP3(FL2); (E) CD25(FL4) versus
IL10(FL2); (F) CD25(FL4) versus FoxP3(FL2).
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Para realizar a andlise da expressdao de FoxP3 e da producédo de IL10 por
linfocitos T CD4"CD25" foi selecionada a janela de interesse (R2) no grafico FL1
(CD4-FITC) versus FL4 (CD25-APC), obtendo gréficos bidimensionais FL2 (FoxP3-
PE ou IL10-PE) versus FL4 (CD25-APC), representativos das células triplamente
marcadas (CD4"CD25"FoxP3"" e CD4*CD25*IL10") (Figura 2).
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Figura 2. Analise da expressdo de FoxP3 e da producdo de IL10 por
linfocitos T CD4'CD25".

Legenda: (A) Dot plot CD4 versus CD25 marcado com anti-FoxP3; (B)
Dot plot CD4"'CD25"FoxP3™"; (C) Dot plot CD4 versus CD25 marcado
com anti-IL10; (D) Dot plot. CD4"CD25IL10".

5.9 Avaliacao do perfil de células T regulatérias a  pos estimulo com CRA e FRA

Os niveis de linfécitos T CD4'CD25", bem como a expresséo de FoxP3 e a
producdo de IL10 por estas células, foi obtida pelo quadrante estatistico fornecido
pelo programa CellQuest e avaliada conforme descrito abaixo:

1. A média das porcentagens de células duplo-positivas (duas marcacdes de
superficie) e triplo-positivas (duas marcacgéo de superficie e uma intracitoplasmética)
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dos individuos ap0s estimulagdo com CRA e FRA foi comparada para verificar se
existia diferenca entre os grupos FCS, Fl e NI;

2. A média das porcentagens de células duplo e triplo-positivas apos cultivo
com os antigenos recombinantes foi comparada em cada grupo de pacientes (FCS e
FI) para verificar se existia diferenca entre a estimulacdo com CRA e com FRA;

3. A média global para células T CD4'CD25*, CD4'CD25'FoxP3"" e
CD4'CD25"IL10" foi obtida pela média dos valores apresentados pelos 40 individuos
incluidos no estudo (FCS=11, FI=20, NI=9), segundo Vitelli-Avelar et al. (2008). Esta
média foi estabelecida como um cut-off, permitindo avaliar a frequéncia das
moléculas CD25 em células T CD4" e a freqiiéncia das moléculas Foxp3 e IL10 em
células T CD4'CD25™;

4. Foram realizadas correlagfes entre as moléculas CD25, FoxP3 e IL10 de

células T CD4" nos grupos de portadores das FCS e FI da doenca de Chagas.

5.10 Andlise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva para expor os resultados obtidos. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi feita através de medidas descritivas
como: média e desvio padréo. Na avaliagdo do tempo de cultivo versus resposta, a
normalidade dos dados foi testada através do teste de Shapiro-Wilk seguido do teste
T-Student. Quando o pressuposto de homogeneidade n&o foi confirmado foi utilizado
o teste de Wilcoxon. Para comparar as médias das células T CD4'CD25,
CD4*CD25'FoxP3"" e CD4'CD25'IL10* entre os grupos foi aplicado o teste de
Bartlett para a homogeneidade de variancias, sendo o valor de p obtido através do
teste para médias Anova seguido do teste de Tukey. Para comparacéo entre CRA e
FRA foi utilizado o teste T-Student, com a homogeneidade sendo testada através do
teste de Bartlett seguido do teste de Bonferroni. Para avaliar a freqtiéncia de CD25,
FoxP3 e IL10 em linfécitos T CD4" realizamos o teste Qui-quadrado de proporcoes.
O teste de correlacdo de Pearson foi utilizado para avaliagdo das correlacdes entre
CD25, FoxP3 e IL10 nas células T CD4". Todas as conclusdes foram tomadas ao

nivel de significancia de 5%. Os softwares utilizados foram o Excel 2000, GraphPad
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Prism 5.0 e o Statistical R 2.9.0 (The R Project for Statistical Computing: www.r-

project.org).
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Os individuos envolvidos nesse estudo tiveram participagdo voluntéria, tendo
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndices A e B). Todas
as informacdes sobre o projeto de pesquisa foram fornecidas, individualmente, antes
da coleta de sangue, com o intuito de explicar os objetivos do trabalho e esclarecer
que os individuos eram livres para se recusarem a participar do estudo, bem como
se retirarem quando assim o desejassem, sem prejuizo ou dano no atendimento
clinico feito no ambulatorio.

A conduta de inclusdo dos mesmos e 0s protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do CPgAM/Fiocruz (Parecer
N°13/2009) (Anexo A).
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7 RESULTADOS

7.1 Padronizacao da cinética do tempo de cultivo  versus resposta

Realizamos uma cinética tempo versus resposta para avaliar a producéo de
linfocitos T CD4'CD25", bem como a expresséo de FoxP3 e IL10 por esta populacdo
celular, apés um, trés e cinco dias de cultivo na presenca dos antigenos CRA e FRA
(Figura 3). Foi observado que, apos trés e cinco dias de cultivo, portadores da Fl da
doenca de Chagas apresentavam maiores meédias de producdo de linfocitos T
CD4'CD25" quando comparados com os portadores da FCS, com esta diferenca
sendo estatisticamente significativa na presenca de FRA (Figura 3B). N&o
observamos diferenca estatistica entre os grupos FCS e FI em nenhum dos periodos
de cultivo celular avaliados quanto a producéo de células T CD4'CD25"FoxP3"d"
(Figura 3C e D) e CD4'CD25"IL10" (Figura 3E e F). Ao compararmos os tempos de
cultivo, observamos diferenca estatistica entre um e trés e entre um e cinco dias
quanto a producéo de células T CD4"CD25°IL10" apds estimulo com FRA apenas no
grupo de portadores da FI (Figura 3F).

Diante dos resultados obtidos nos experimentos da cinética do tempo de
cultivo versus resposta, optamos por utilizar o periodo de trés dias para o cultivo
celular. Esta escolha foi baseada no fato de ndo termos verificado diferenca
significativa entre os periodos de trés e cinco de cultura celular, com o periodo de

trés dias sendo o que melhor se adequou para a execucao dos experimentos.
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Figura 3. Cinética para a deteccdo de linfécitos T CD4'CD25" (A e B),
CD4"CD25'FoxP3"" (C e D) e CD4'CD25'IL10" (E e F) em PBMC de portadores
cronicos da doenca de Chagas ap0s estimulo in vitro com CRA e FRA. Valores
estatisticamente diferentes foram indicados com valor de p<0,05. As diferencas
estatisticas estdo representadas pela letra ‘a’ para a comparagdo com um dia de
cultivo.

Legenda: Um dia de cultivo (B); Trés dias de cultivo (8); Cinco dias de cultivo (@);
(CRA) Cytoplasmatic Repetitive Antigen; (FRA) Flagellar Repetitive Antigen; (FCS)
Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes portadores
da forma indeterminada da doenca.
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7.2 Perfil de linfécitos T regulatérios em portador  es crénicos da doenca de

Chagas apés estimulo in vitro com CRA e FRA

7.2.1 Linfocitos T CD4'CD25" ap6s estimulo in vitro com CRA e FRA

Foi observado que na presenca dos antigenos recombinantes CRA e FRA os
individuos classificados na FI da doenca de Chagas demonstraram maior média de
linfocitos T CD4'CD25" em relagdo aos individuos NI e aos portadores da FCS,
sendo a diferenga entre os dois grupos de pacientes (FI e FCS) estatisticamente

significativa (Figura 4).
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Figura 4. Deteccédo de linfécitos T CD4'CD25° em PBMC de portadores cronicos da doenca de
Chagas e em individuos nao infectados apés estimulo in vitro com CRA e FRA.

Legenda: (FCS) Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes portadores
da forma indeterminada da doenca; (NI) Individuos néo infectados; (CRA) Cytoplasmatic Repetitive
Antigen; (FRA) Flagellar Repetitive Antigen.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética. Valores estatisticamente diferentes foram
indicados com valor de p<0,05.
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7.2.2 Linfécitos T CD4'CD25*FoxP3"" apés estimulo in vitro com CRA e FRA

A Figura 5 demonstra a detecgdo de células FoxP3"" entre os linfécitos T
CD4'CD25". Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos. Contudo,
os individuos portadores da FI doenca de Chagas demonstraram maiores niveis de

linfécitos T CD4*CD25*FoxP3"" quando comparados aos grupos FCS e NI.
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Figura 5. Deteccao de linfécitos T CD4'CD25'FoxP3"" em PBMC de portadores cronicos da doenca
de Chagas e em individuos néo infectados apos estimulo in vitro com CRA e FRA.

Legenda: (FCS) Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes portadores
da forma indeterminada da doenca; (NI) Individuos néo infectados; (CRA) Cytoplasmatic Repetitive
Antigen; (FRA) Flagellar Repetitive Antigen.

Nota: As barras horizontais representam a média aritmética. Valores estatisticamente diferentes foram

indicados com valor de p=<0,05.
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7.2.3 Linfocitos T CD4"CD25%1L10" ap6s estimulo in vitro com CRA e FRA

Nao foi verificada diferenca estatistica entre os grupos quanto a producao de
IL10 por linfécitos T CD4"CD25" apds estimulo in vitro com CRA e FRA (Figura 6).
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Figura 6. Deteccdo de linfocitos T CD4'CD25°IL10" em PBMC de portadores cronicos da doenca de
Chagas e em individuos néo infectados apés estimulo in vitro com CRA e FRA.

(FCS) Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes portadores da forma
indeterminada da doenca; (NI) Individuos néo infectados; (CRA) Cytoplasmatic Repetitive Antigen;
(FRA) Flagellar Repetitive Antigen. As barras horizontais representam a média aritmética. Valores
estatisticamente diferentes foram indicados com valor de p<0,05.

7.3 Comparacao entre o desempenho dos antigenos CRA e FRA em induzir a

resposta de linfocitos T regulatérios e producéo de IL10

Com o objetivo de avaliar os antigenos recombinantes de T. cruzi, realizamos
uma analise comparativa entre CRA e FRA quanto as suas capacidades em
estimular a geragéo de linfocitos T CD4'CD25" FoxP3" e IL10" em cada grupo de
pacientes portadores da doenca de Chagas. N&o verificamos diferenca estatistica
entre os antigenos apods a estimulagéo in vitro em nenhum dos grupos de portadores

avaliados (Figura 7).
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Figura 7. Comparacao entre CRA e FRA quanto a
proliferacdo de linfocitos T CD4'CD25" FoxP3" e
IL10" em portadores das formas cardiaca severa
e indeterminada (B) da doenca de Chagas.
Legenda: (A) Linfocitos T CD4'CD25" apds
estimulo in vitro com CRA e FRA,; (B) Linfocitos T
CD4'CD25'FoxP3"" apés estimulo in vitro com
CRA e FRA; (C) Linfocitos T CD4*CD25"IL10 ap6s
estimulo in vitro com CRA e FRA. (CRA)
Cytoplasmatic Repetitive Antigen; (FRA) Flagellar
Repetitive Antigen. (FCS) Pacientes portadores da
forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes
portadores da forma indeterminada da doenca.
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7.4 Avaliacdo da freqiiéncia de CD25, FoxP3 e IL10 e m linfocitos T CD4 * apds
estimulo in vitro com CRA e FRA

Ao avaliarmos a freqiiéncia de CD25 em células T CD4" apos estimulo com
CRA, verificamos que a maioria dos individuos portadores da Fl apresentou alta
freqiiéncia da molécula CD25 em células T CD4" ap6s estimulo com CRA e FRA,
sendo significativamente diferente da apresentada pelos pacientes com a FCS.
Apesar de ndo ter sido observada nenhuma diferenca estatistica, o grupo NI
apresentou 44,44% de seus individuos com alta frequéncia de linfécitos T
CD4'CD25" na presenca de ambos o0s antigenos recombinantes, enquanto que 0s
portadores da FCS demonstraram baixa freqiéncia apos estimulacdo com CRA
(10%) e FRA (9,09%) (Tabela 1).

Quanto a freqiiéncia das moléculas FoxP3 e IL10 em células T CD4'CD25",
nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos estudados tanto na
presenca de CRA quanto na de FRA (Tabela 1). Contudo, maior expressao de
FoxP3 ocorreu entre pacientes da Fl apés estimulagcdo com CRA (75%) e FRA
(70%). Além disso, mesmo demonstrando maior freqiiéncia que os individuos NI,
nao foi verificada diferenga na producéo de IL10 entre os dois grupos de portadores
da doencga de Chagas.
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Tabela 1. Freqiiéncia de CD25, FoxP3 e IL10 em linfécitos T CD4" apés estimulo in vitro com

RESULTADOS

CRA e FRA.
_ _ ; Frequéncia
Linfocitos T Média Global
CD4 (Cut-off) ECS = NI

CD25"

CRA 16,23 (2,51 - 36,77) 10% 61%? 44.44%

FRA 16,60 (1,89 - 42,40) 9,09% 70%? 44.44%
CD25"Foxp3 M

CRA 59,99 (2,65 - 88,96) 50% 75% 55,55%

FRA 57,42 (3,85 - 88,87) 54,54% 70% 55,55%
CD25*IL10"

CRA 13,71 (1,65 - 74,06) 20% 40% 0%

FRA 14,48 (1,12 - 78,54) 36,36% 35% 11,11%

Nota: Os dados sdo expressos como a percentagem dos individuos que apresentam percentual
de células igual ou maior que a média global (cut-off) calculada utilizando os dados de todos os
grupos dentro das populagbes celulares avaliadas. (CRA) Cytoplasmatic Repetitive Antigen;
(FCS) Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI) Pacientes portadores da
forma indeterminada da doenca; (NI) Individuos ndo infectados. As diferencas estatisticas
(p<0,05) estdo representadas pela letra ‘a’ para a comparacdo com a FCS.
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7.5 CorrelagBes entre CD25, FoxP3 e IL10 em linféci tos T CD4 " apds estimulo
in vitro com CRA e FRA

Os valores referentes as correlagdes entre CD25", FoxP3" e IL10" em células
T CD4" ap6s estimulo in vitro com CRA e FRA em amostras de portadores das FCS
e da Fl da doencga de Chagas estado expressos na Tabela 3. Apos estimulagdo com
FRA, foi observada correlagéo positiva (0,58) estatisticamente significativa apenas
entre IL10 e CD25 no grupo de portadores da Fl da doenca de Chagas. Por sua vez,
qguando correlacionamos FoxP3 com CD25 e IL10, observamos correlagdo negativa
estatisticamente significativa tanto na presenca de CRA quanto na de FRA dentro do

grupo FI.

Tabela 2. Correlagéo entre CD25, FoxP3, IL10 e CcD4* apos estimulo in vitro
de PBMC com CRA e FRA em portadores das FCS e da Fl da doenca de
Chagas.

Coeficiente de Correlacéo

FCS =

Células TCD4*
CRA FRA CRA FRA
IL10 x CD25 -0,09 -0,02 0,41 0,58
FoxP3 x CD25 -0,20 0,04 049" -0,64
FoxP3 x IL10 0,16  -0,17 -0.70° -0,62

(CRA) Cytoplasmatic Repetitive Antigen; (FRA) Flagellar Repetitive Antigen.
(FCS) Pacientes portadores da forma cardiaca severa da doenca; (FI)
Pacientes portadores da forma indeterminada da doenca. O * representa a
diferenca estatistica com valor de p<0,05.
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8 DISCUSSAO

A fase cronica da doenca de Chagas apresenta como caracteristica o
desenvolvimento de quadros clinicos com morbidade variada, constituindo grande
preocupacdo medica por seu carater debilitante. O grande questionamento acerca
destes quadros clinicos se encontra inserido na presenca de portadores crénicos
assintométicos. Acredita-se que a auséncia de sintomas esteja diretamente
relacionada com o desenvolvimento de um equilibrio na relacdo entre o parasita e o
hospedeiro. Nesse sentido, diversos trabalhos tém demonstrado que o sistema
imunologico do paciente estaria diretamente relacionado com a evolugdo para 0s
guadros mérbidos desta patologia (BAHIA-OLIVEIRA et al., 1998; BARROS-MAZON
et al., 2004; CARDOSO et al., 2006; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al.,
2003; LORENA et al., 2010; MENEZES et al., 2004).

Tais estudos afirmam que a gravidade do quadro inflamatorio tecidual na
doenga de Chagas estaria relacionado com um padréo citotoxico de resposta imune
(CARDOSO et al., 2006; GOMES et al., 2003; LORENA et al., 2010; MENEZES et
al., 2004;), enquanto que a auséncia de sintomas clinicos seria acompanhada por
altos niveis de linfécitos T CD4 e citocinas antiinflamatérias (BAHIA-OLIVEIRA et al.,
1998; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003; LORENA et al., 2010;
MENEZES et al., 2004). Estes dados apdiam a hip6tese de que um ambiente celular
onde a resposta imune contra o T. cruzi € equilibrada conduz a manutencdo de uma
ambiente tecidual ausente de injarias.

Uma linhagem especifica de linfécitos T CD4 tem recebido destaque no meio
cientifico quando se trata de melhor compreender as razfes relacionadas a
manutencdo de uma resposta celular imunorregulada na doenca de Chagas: as
células Tregs. Contudo, mesmo diante dos relatos de sua funcdo no controle da
resposta inflamatéria (BELKAID; ROUSE, 2005; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004;
SAKAGUCHI et al., 2008) e de sua presenga em maiores niveis em individuos com a
FI (ARAUJO et al., 2007; VITELLI-AVELAR et al., 2005, 2006), ainda encontra-se
obscuro seu real papel na resposta imune em portadores crénicos da doenca de
Chagas.

Ao identificar o tipo de resposta imune presente nos portadores da doenca de

Chagas, os grupos de pesquisa tém por objetivo ndo sé compreender a
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imunopatogénese desta parasitose, como definir padrées celulares que possam
servir como marcadores bioldgicos no acompanhamento clinico dos pacientes. No
entanto, ainda n&o foi atingido um consenso quanto aos padrdes celulares de cada
forma clinica da doenca de Chagas (CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; VITELLI-
AVELAR et al., 2005). Cogita-se que um fator que pode estar interferindo nesta
definicdo € a utilizacdo, em parte destes estudos, de antigenos complexos oriundos
das diferentes formas evolutivas do T. cruzi (LORCA et al., 1992).

Os relevantes resultados obtidos de estudos que utilizaram CRA e FRA para a
identificacdo do tipo de resposta imune entre as diferentes formas clinicas da
doenca de Chagas (LORENA et al., 2008; LORENA et al., 2010; VASCONCELOS et
al., 2010; VERCOSA et al., 2007) juntamente com a necessidade em discriminar os
linfécitos Tregs como atores no controle a patologia desta enfermidade conduziram
este trabalho. Para tal, avaliamos a populacdo de células T CD4" quanto a
expressdo de CD25" e FoxP3, além da producédo de IL10 em pacientes portadores
de formas clinicas crbnicas da doenca de Chagas apés estimulo in vitro com estes
antigenos recombinantes de T.cruzi. O objetivo foi identificar um potencial marcador
biologico para o acompanhamento clinico dos portadores crénicos da doenga de
Chagas. A definicho de marcadores dessa natureza possibilitaria a identificagéo
precoce do dano tecidual, direcionando intervengcdes de natureza preventiva
(ARAUJO et al., 2007; CORREA-OLIVEIRA et al., 1999; LORENA et al., 2010).

8.1 Avaliacao do perfil de linfécitos T regulatorio s apés estimulo in vitro com
CRA e FRA

Observamos em nosso trabalho que portadores da FI demonstraram maior
nivel de células T CD4'CD25" que os demais grupos apds estimulo com os
antigenos recombinantes CRA e FRA. Nossos achados corroboram com os obtidos
por outros autores que avaliaram o papel destes linfcitos na imunorregulacdo da
doenca de Chagas através da citometria de fluxo (ARAUJO et al., 2007; VITELLI-
AVELAR et al.,2005, 2006).

Amostras de sangue total de portadores crénicos apresentaram, no contexto ex

vivo, uma elevada frequiéncia de células T CD4*CD25"9" em individuos portadores
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da FlI da doenca. Os autores também observaram correlacdo negativa entre a
presenca destes linfocitos e a freqiiéncia de células T CD8" entre portadores
sintomaticos e assintomaticos da doenca de Chagas (VITELLI-AVELAR et al.,2005,
2006).

Araujo et al. (2007), ndo conseguiram reproduzir os achados de Vitteli-Avelar et
al. (2005, 2006) quando avaliaram a presenca destas células ex vivo. Contudo,
individuos portadores da FI demonstraram elevada frequéncia de células T
CD4*CD25"" quando comparados aos portadores de acometimento cardiaco e nao-
portadores da doenca apos cultivo de sangue total na presenca de antigenos de
epimastigota.

Em nosso estudo, um achado que merece discussdo € a presenca destas
células no grupo controle, que demonstrou valor superior ao apresentado pelos
portadores da FCS, mesmo néo verificando diferenca estatistica. Emerge a hipotese
de que os portadores de acometimento cardiaco, de alguma forma, devem ter
perdido a capacidade de gerar a resposta celular necessaria para evitar os danos
teciduais oriundos da resposta imune contra o parasita. Acredita-se que a constante
estimulacdo antigénica pela persisténcia do parasita nos tecidos conduza a uma
exaustao celular (ALBAREDA et al., 2006, 2009).

Quanto a expressdo de FoxP3 em linfocitos T CD4"CD25" ap6s estimulo in
vitro com CRA e FRA, mesmo ndo obtendo diferenca estatistica, observamos que o
grupo de individuos portadores da FI apresentou maior freqiiéncia deste fator de
transcricdo quando comparado aos demais grupos. Araujo et al. (2007) avaliaram a
expressdo de FoxP3 em célula T CD4'CD25"9" de portadores cronicos da doenca
de Chagas (FI e FC) e em néo infectados, verificando que este fator de transcricédo
era altamente expresso por estes linfocitos. Contudo, assim como em nosso estudo,
nao conseguiram diferenciar estatisticamente os grupos avaliados.

Silveira et al. (2009) averiguaram a presenca de FoxP3 em paciente com e
sem megacolon através de biopsia da camada muscular e da area do plexo neuronal
do colén em portadores da doenca de Chagas. Foi verificada alta concentragéo de
células FoxP3" em pacientes que ndo apresentavam quadro clinico digestivo da
doenca quando estes foram comparados com pacientes com a FD e com individuos
ndo-infectados (SILVEIRA et al., 2009). Este relato, em conjunto com os dados
obtidos em nosso trabalho, refor¢a a possivel relacdo entre a expresséo da proteina

FoxP3 e os quadros clinicos apresentados na doenca de Chagas.
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A producéo de citocinas imunorregulatdrias, como IL10, j4 foi relatada como
tendo grande importancia na resposta imune durante a infec¢do pelo T. cruzi. A IL10
atua na regulacdo da ativacdo de macrofagos, com consequente inibicdo tanto da
liberacdo de metabdlitos toxicos quanto na diferenciacdo de células Thl
(ABRAHAMSOHN; COFFMAN, 1996; BRENER; GAZZINELLI, 1997; REED, 1988).
A administracdo de anticorpos neutralizantes de IL10 aumentou a produgéo de IFN-y
em camundongos infectados pelo T. cruzi (SILVA et al.,, 1992). Camundongos
portadores deste parasita nocauteados para o gene de produgdo da IL10
apresentaram altos niveis de TNF-qa, IL12 e IFN-y em comparagdo com 0s animais
do grupo controle (HUNTER et al., 1997).

Trabalhos acerca da IL10 na doenca de Chagas cronica relatam que
humanos portadores da Fl produzem esta citocina em maior abundancia,
contribuindo para o controle do processo inflamatério desencadeador das
manifestacdes das formas severas da doenca (ARAUJO et al., 2007; CORREA-
OLIVEIRA et al., 1999; GOMES et al., 2003; MENEZES et al., 2004; VITELLI-
AVELAR et al., 2008). Lorena et al. (2010) verificaram que apenas os individuos
portadores da Fl apresentaram niveis de CD4+/IL-10+ maiores que os individuos NI,
sugerindo que a producdo de IL10 por linfécitos T CD4+ pode realmente, estar
exercendo um papel regulatério neste grupo de individuos.

Araujo et al. (2007) observaram elevada expressdo de IL10 por linfocitos T
CD4*'CD25"" em portadores da FI quanto comparada a producdo em individuos
nao-infectados, ndo conseguindo diferenciar a FC da FI. Nos dados obtidos em
nosso estudo, mesmo ndo demonstrando diferenca estatistica, verificamos que
portadores da doenca de Chagas demonstraram maior producdo de IL10 por
linfocitos T CD4'CD25" quando comparado ao grupo de n&o-infectados. Mediante
tais achados, acreditamos que os linfocitos T CD4"'CD25" estejam entre as células
responséaveis pela producao desta citocina na doenga de Chagas

Contudo, o impasse acerca dos mecanismos definitivos de supressao através
da células Tregs € complexo. Entre 0s possiveis mecanismos mediados por estes
linfocitos encontra-se a morte de célula T efetora através do contato direto entre esta
e a célula Treg, utilizando para isso mecanismos dependentes de granzimas ou
perforinas (SAKAGUCHI et al., 2008; TANG; BLUESTONE, 2008). As células Tregs
também podem modular negativamente a expressdo de CD80/CD86, receptores de

ativagdo celular, em células apresentadoras de antigenos. Para tal, os linfcitos



Braz, S.C.M. DISCUSSAO 48

Tregs estimulam a producdo da enzima idoleamina 2,3-dioxigenase. Esta enzima
cataboliza o amino4cido essencial triptofano para quinureninas, que tém efeitos
imunossupressor sobre as células apresentadoras de antigenos (CEDERBOM,;
HALL; IVARS, 2000; FEHERVARI; SAKAGUCHI, 2004; SAKAGUCHI et al., 2008).
Quanto ao possivel papel das citocinas, o TGF-B produzido por linfécitos
Tregs também tem sido relatado como relacionado a atividade supressora destes
linfécitos. O bloqueio da capacidade supressora das células Tregs pela presenca de
anticorpos anti-TGF-B (NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001; POWRIE et al.,
1996) juntamente com a elevada expressao desta citocina na superficie de células T
CD4'CD25" (NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001), sugerem que a acao
imunossupressora destes linfocitos ocorre através da interagdo célula-célula e ndo
por fatores sollveis. Contudo, tais afirmacdes devem ser vistas com cautela, uma
vez que relato de manutengcdo da supressdo apds neutralizacdo do TGF-
(PICCIRILLO et al., 2002) é indicativo de que a agao supressora das células Tregs

ocorre independentemente desta citocina.

8.2 Comparacéo entre o desempenho dos antigenos CRA e FRA em induzir a

resposta de linfécitos T regulatorios e producéo de IL10

A comparagcdo do potencial de estimulacdo antigénica dos antigenos
especificos do T. cruzi € uma etapa crucial na identificagdo das melhores
ferramentas para definicdo dos padrfes imunoldgicos na doenca de Chagas. Diante
do diferencial constitutivo entre CRA e FRA, nosso grupo vem investigando suas
propriedades imunogénicas de forma dissociada, com o objetivo de verificar seu real
potencial na diferenciacdo das formas clinicas da doenca de Chagas através da
resposta imune do hospedeiro.

Em trabalhos anteriores, podemos observar que apenas FRA possibilitou a
diferenciacdo das formas cardiaca e indeterminada pela producdo de 1gG2
especifica (VERCOSA et al., 2007). Por sua vez, apenas CRA permitiu constatar
maior producéo de TNF-a* e IFN-y" por células T CD8 de individuos com a FC mais
severa da doenca e elevada frequéncia de IL10 em linfécitos T CD4 nos portadores

da FI comparado aos individuos NI (LORENA et al.,, 2010). Ambos os antigenos
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recombinantes permitiram a diferenciagdo entre portadores da FD e as demais
formas cronicas da doenca através da elevada producéo de IgA anti-CRA e anti-FRA
entre os pacientes com megacolon e/ou megaeséfago (VASCONCELOS et al.,
2010).

No presente trabalho, observarmos que tanto CRA quanto FRA estimularam de
forma semelhante as populacdes de células T CD4"CD25", CD4'CD25'FoxP3" e
CD4'CD25'IL10", nos dois grupos de portadores da doenca de Chagas estudados
(FCS e FI). Contudo, apenas apoés a realizacdo de um estudo de seguimento de
portadores da Fl € que poderemos confirmar se estes antigenos recombinantes sao
adequados para o acompanhamento clinico dos pacientes através dos padrbes de

resposta regulatéria especifica.

8.3 Avaliacdo da frequiéncia de CD25, FoxP3 e IL10 e m linfocitos T CD4 * apds
estimulo in vitro com CRA e FRA

Em conjunto com a definicdo do perfil de linfocitos Tregs em cada grupo de
individuos analisados, a determinacdo da freqiiéncia de CD25*, CD25'FoxP3"" e
CD25'IL10" entre os linfécitos CD4" detectados em cada grupo foi realizada com o
objetivo de confirmar a relacdo entre estas células e os quadros clinicos da doenca
de Chagas. Para isso, estabelecemos um cut-off através da média global da
producé@o de células entre todos os individuos incluidos no estudo (FCS + FI + NI)
(VITELLI-AVELLAR et al., 2008), o que permitiu a identificagdo da freqiéncia destas
moléculas em linfocitos T CD4" nos grupos estudados.

A freqiiéncia de células T CD4'CD25" apresentada entre a maioria (61% e
70% apoés estimulo com CRA e FRA, respectivamente) dos portadores da Fl, em
comparacdo com a FCS, observada neste trabalho, ratifica a hipétese de que estes
linfécitos possam estar relacionados com a manutengdo do quadro clinico
assintomético da doenca de Chagas cronica. Reforcando a possivel importancia
destas células no controle da morbidade dos pacientes, mesmo ndo apresentando
diferenca estatistica, as células T CD4'CD25"FoxP3" também foram mais frequentes
no grupo FI na presenca in vitro de CRA (75%) e FRA (70%).
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No entanto, observamos que a maioria dos individuos estudados, tanto
portadores da FCS quanto da Fl, é baixo produtor da citocina IL10 por linfocitos T
CD4'CD25". Acreditamos que a maioria dos individuos portadores da FI da doenca,
que apresentam concomitantemente as moléculas CD4'CD25'FoxP3*, possam
também estar apresentando niveis elevados de produgdo da IL10, o que poderia
diferencia-los dos demais grupos estudados. Esta andlise ndo pbde ser realizada,
devido a impossibilidade de fazer a marcacdo quadrupla no mesmo tubo do

experimento de citometria.

8.4 CorrelagBes entre CD25, FoxP3 e IL10 em linféci tos T CD4 " ap6s estimulo
in vitro com CRA e FRA

Ao avaliar as correlagdes entre CD25, FoxP3 e IL10 em linfocitos T CD4",
procuramos identificar as possiveis correlacdes entre estes marcadores e as formas
clinicas da doenca de Chagas avaliadas no presente estudo. A correlagdo positiva
observada entre IL10 e CD25 no grupo FI, apos estimulo com FRA, demonstra que
de fato esta citocina pode estar envolvida no mecanismo de imunorregulacdo
desenvolvido pelos linfocitos T CD4"CD25" nesses individuos.

Por sua vez, o fato de termos obtido correlagcdes negativas entre FoxP3 e
CD25 e entre FoxP3 e IL10, no grupo FI, levanta questionamento sobre a relagéo
entre os linfécitos Tregs e o controle da patologia na doenca de Chagas, como ja
mencionado em trabalhos anteriores (KOTNER; TARLETON, 2007; MARIANO et al.,
2008; SALES-JUNIOR et al., 2008). Contudo, ressaltamos que nos dados obtidos
em nosso estudo acerca do perfil de linfécitos T regulatérios, observamos maior
producéo de linfécitos T CD4*'CD25'FoxP3™" entre portadores crénicos da Fl da
doenca de Chagas, mesmo ndo conseguido diferenciar estatisticamente tais dados.
Desta forma, tais afirmacdes sé poderdo ser confirmadas ap0s estudo complementar
de acompanhamento dos pacientes avaliados para determinacdo do papel destes
linfécitos no desenvolvimento dos quadros clinicos sintométicos da doenca de

Chagas.
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9 CONCLUSOES

a) A populacdo de linfocitos T CD4"CD25" produzida apés estimulo in vitro de
PBMC com os antigenos recombinantes CRA e FRA de T.cruzi foi capaz de
diferenciar os portadores da Fl e da FCS da doenca de Chagas, sendo promissor
marcador imunolégico para o acompanhamento clinico dos pacientes na fase
cronica da doenca de Chagas;

b) Os linfécitos Tregs apresentaram resposta antigénica similar na presenca
tanto de CRA quanto de FRA, demonstrando que ambos o0s antigenos
recombinantes sdo adequados para a deteccdo da resposta regulatéria especifica

ao T. cruzi;

c) Portadores da FlI da doengca de Chagas demonstraram maior frequéncia de
CD25 em linfocitos T CD4" em relagdo os pacientes com a FCS, ratificando a

relagéo destes linfocitos com a manutengdo do quadro clinico assintomatico;

d) Mesmo diante destes resultados, ndo verificamos diferenca na producédo de
linfécitos T CD4'CD25"FoxP3" entre os grupos, sendo necessarios estudos mais
detalhados para o entendimento do papel destas células na imunopatogénese da
doenca de Chagas e sua utilizagcdo como marcadores biologicos de evolucao clinica

dos portadores cronicos.

e) A correlagdo positiva entre CD25 e IL10 na FI da doenga de Chagas sugere
que a citocina 1L10 produzida por linfécitos T CD4" esteja envolvida no

desenvolvimento da doenga de Chagas humana.
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Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido para o Paciente

Pinimis 42 Ssus

wozsuz

Fuastis Omunis Griz
Initota Aggou Magalibos

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO PARA O PACIENTE

Titulo de projeto: Avaliacéo das células T regulatérias CD4'CD25'FOXP3" nas formas clinicas da
doenca de Chagas apds estimulo in vitro com antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma

cruzi
Eu, , RG , residente
na bairro ; municipio

, estado ___, usuario do telefone ( ) , aceito participar desse estudo,
cujo objetivo € analisar células da imunidade diante de substancias presentes no parasita causador
da doenga de Chagas. Fui informado que como portador da doenga de Chagas terei trés colheres de
cha de meu sangue (15ml) coletado atraves de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel.
Esse procedimento & praticamente isento de risco, pois todo material utilizado € descartavel, porém,
podera causar dor ou mancha roxa (hematoma). Fui informado que a parte liquida do meu sangue
(soro) sera separada e guardada a -20°C no freezer do Laboratério de Imunoparasitologia do CPgAM
para depois ser avaliada quanto a dosagem de citocinas (uma substancia envolvida no sistema de
defesa contra doencas), e que meu sangue sera avaliado quanto a produgéo destas citocinas e de
uma substancia presente dentro das células, quando em contato com as substancias presentes no
parasita. Fui informado ainda que se tais substancias funcionarem como produtores de um padréao de
citocinas sera de grande auxilio para orientar a conduta médica relacionada ao tratamento do
paciente. Fui informado que tanto meu soro quanto meu sangue serdo utilizados apenas neste
estudo, sendo sua utilizagdo posterior dependente de uma nova autorizagdo minha e que 0s meus
dados serao preservados em sigilo absecluto quando da publicacdo do resultado da pesquisa.
Tambeém fui informade que tenho liberdade de recusar ou retirar o consentimento sem sofrer nenhum
tipo de penalizagdo ou pressdo, que n&o terei comprometimento de meu tratamento e
acompanhamento médico e que ndo receberei dinheiro para participar deste estudo. Fui informado
também que esse termo deve ser assinado em duas vias, ficando uma em posse do entrevistador e
outra comigo. )

Atesto que entendi o conteldo deste termo de consentimento livre e esclarecido, concordo de

livre e espontanea vontade em participar desse estudo e que esclareci todas as minhas duvidas com
0 pesquisador responsavel.

Data:_ /|
Assinatura do Paciente
Data:__ /_ J
Testemunha
Data: [/

Assinatura do responsavel pelo projeto

Responsével pelo projeto:

Suellen Carvalho de Moura Braz

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

Meédica responsavel:

Dra Maria da Gloria de Melo

Ambulatério de Doenga de Chagas, Hospital Universitario Oswaldo Cruz
Telefone para contato: 9976-5398

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://iwww.cpgam.fiocruz.br
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Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclare  cido para o Voluntério

Controle

Peiisitin do Beida

foCRU2

Fundagio Gswnldo Chix

Instituto Aggou Megatises
e

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA O VOLUNTARIO CONTROLE

Titulo de projeto: Avaliacéo das células T regulatorias CD4 CD25"FOXP3" nas formas clinicas da
doenga de Chagas ap6s estimulo in vitro com antigenos recombinantes CRA e FRA de Trypanosoma

cruzi
Et; . RG residente
na bairro , municipio

, estado ___, usuario do telefone ( ) , aceito participar desse estudo,
cujo objetivo € analisar células da imunidade diante de substancias presentes no parasita causador
da doenca de Chagas. Fui informado que terei trés colheres de cha de meu sangue (15ml) coletado
atraves de um tubo adaptado a uma agulha, estéril e descartavel. Esse procedimento € praticamente
isento de risco, pois todo material utilizado é descartavel, porém, podera causar dor ou mancha roxa
(hematoma). Fui informado que a parte liquida do meu sangue (soro) sera separada e guardada a -
20°C no freezer do Laboratério de Imunoparasitologia do CPgAM para depois ser avaliada quanto a
dosagem de citocinas (uma substancia envolvida no sistema de defesa contra doengas), € que meu
sangue sera avaliado quanto a produgéo destas citocinas e de uma substancia presente dentro das
células, quando em contato com as substancias presentes no parasita. Fui informado ainda que se
tais substéancias funcionarem como produtores de um padréo de citocinas sera de grande auxilio para
orientar a conduta médica relacionada ao tratamento do paciente. Fui informado que tanto meu soro
guanto meu sangue serdo utilizados apenas neste estudo, sendo sua utilizacéo posterior dependente
de uma nova autorizagdo minha e que os meus dados serdo preservados em sigilo absoluto quando
da publicagdo do resultado da pesquisa. Também fui informado que tenho liberdade de recusar ou
retirar o consentimento sem sofrer nenhum tipo de penalizagdo ou pressd@o e que néo receberei
dinheiro para participar deste estudo. Fui informado também que esse termo deve ser assinado em
duas vias, ficando uma em posse do entrevistador e outra comigo.

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

Data:_ / [/
Assinatura do voluntario controle
Data:__ /[
Testemunha
Data.__/ [/

Assinatura do responsavel pelo projeto

Responsavel pelo projeto:

Suellen Carvalho de Moura Braz

Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes/ FIOCRUZ
Telefone para contato: 2101-2559/ 2101-2566

Médica responsavel:

Dra Maria da Gloria de Melo

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

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n - Cx. Postal 7472 - Fone: 0XX81 3012500 - Fax: 0XX81 4531911 - CEP: 50670-420
Recife - PE - Brasil - http://iwww.cpgam.fiocruz.br
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Anexo A - Aprovacao pelo Comité de Etica do CPgAM/F  iocruz

em P-esquisaC
Titulo do Projeto: Avaliagdo das células T regulatérias CD4+CD25+FOXP3

nas formas clinicas da Doenga de Chagas ap6s estimulo in vifro com antigenos
recombinantes CRA e FRA de Trypanossoma cruzi.

Pesquisador responsavel: Yara de Miranda Gomes

Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPqAM/Fiocruz

Data de apresentagdo ao CEP: 19/11/2008

Registro no CEP/ICPgAM/FIOCRUZ: 157/08

Registro no CAAE: 0155.0.095.000-08

PARECER N° 13/2009

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

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Ultima formatagdo
apresentada ao CEP e este parecer tem validade até 02 de abril de 2012. Em
caso de necessidade de renovagdo do Parecer, encaminhar relatério e

atualizag&o do projeto.

Recife, 02 de abril de 2009.

~

i)

i

Observagao:
Anexos:
o Orientacbes ao pesquisador para projetos aprovados;
¢ Modelo de relatério anual com 1° prazo de entrega para 02/04/2010.

Campus da UFPE - Av. Moraes Rego, s/n
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639
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